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RESUMO

A pré-eclampsia (PE) é caracterizada pelo aparecimento de hipertensdo e
proteindria em gestantes normotensas, ap0s a vigésima semana de gestacao.
Clinicamente, é importante diagnosticar a forma grave da PE, na qual o
acometimento sistémico € maior. A doenca pode ainda ser classificada de acordo a
idade gestacional na qual surgem os sintomas, sendo PE precoce quando surge
antes da 342 semana, ou PE tardia, de surgimento maior ou igual a 342 semana de
gestacdo. Estudos sugerem que um desequilibrio de fatores angiogénicos, tais como
a endoglina soluvel (seng) e o fator de crescimento transformante beta-1 (TGF-p1),
bem como um estado inflamatério exacerbado, evidenciado pela liberagdo de fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), contribuem para a disfungcdo endotelial e as
manifestacdes clinicas da doenca. O principal objetivo deste estudo foi avaliar a
associagao entre os niveis plasmaticos de seng, TGF-B1 e dos receptores soluveis
do TNF-a (sTNF-R1 e sTNF-R2) e a ocorréncia de PE, classificada segundo a
gravidade e idade gestacional de surgimento dos sintomas. Foram avaliadas 87
mulheres: 23 ndo gestantes, 21 gestantes normotensas e 43 gestantes com PE. As
gestantes com PE foram estratificadas em subgrupos de acordo com a gravidade
[PE leve (n=12) e PE grave (n=31)] e com a idade gestacional na qual surgiram 0s
sintomas da doenca [PE precoce (n=19) e PE tardia (n=24)]. Os niveis plasmaticos
de sEng, TGF-B1, sTNF-R1 e sTNF-R2 foram determinados por ELISA. Os
resultados evidenciaram que os niveis de seEng e de sTNF-R1 foram maiores nas
gestantes com PE em comparacdo as gestantes normotensas (SEng: p<0,001,
STNF-R1: p=0,014) e as mulheres ndo gestantes (p<0,001 em ambos os casos), e
nas gestantes normotensas em relacdo as mulheres ndo gestantes (p<0,001 em
ambos os casos). Os niveis de sTNF-R2 foram maiores nas gestantes com PE em
comparacao as mulheres ndo gestantes (p<0,001), mas ndo mostrou diferenca
quando comparado as gestantes normotensas. O mesmo parametro mostrou-se
aumentado nas gestantes normotensas em comparacao as mulheres ndo gestantes
(p<0,001). Nenhuma diferenca foi observada nos niveis de TGF-B1 entre os trés
grupos avaliados. As gestantes com PE tardia apresentaram maiores niveis de
STNF-R1 (p=0,004) e sTNF-R2 (p=0,003) quando comparado as gestantes com PE
precoce e nenhuma diferenca foi observada nos niveis de sEng e TGF-B1. Os niveis

de sEng foram maiores nas gestantes com PE grave em comparacido as gestantes



com PE leve (p=0,005) e nenhuma diferenca foi observada nos niveis de TGF-1,
STNF-R1 e sTNF-R2. A analise de regressao logistica revelou que a primiparidade e
0os niveis plasmaticos de sEng estdo associados independentemente ao
desenvolvimento da PE. Além disso, os niveis de sEng estdo associados
independentemente a gravidade da doenca. Nenhuma variavel analisada foi
associada independentemente a idade gestacional na qual surgiram os sintomas da
PE. Esses resultados sugerem que a SEng, o sTNF-R1 e o STNF-R2 estédo
associados com a gestacdo, sendo que a seng e o STNF-R1 estdo mais elevados
em gestantes com PE. Além disso, os dados obtidos sugerem que niveis elevados
de ambos os receptores de TNF-a estdo associados com a PE tardia, enquanto
maiores niveis de sEng estdo presentes em gestantes que apresentam a forma

grave da doenca.

Palavras-chave: Pré-eclampsia; seng; TGF-B1; sTNF-R1; STNF-R2.



ABSTRACT

Preeclampsia (PE) is characterized by the onset of hypertension and proteinuria in
normotensive pregnant women after the twentieth week of gestation. Clinically, it is
important to diagnose the severe form of PE, in which the systemic involvement is
higher. According to the gestational age at PE onset, this disease can also be
classified in early PE or late PE (<34 or 234 weeks of gestation). Studies suggest
that an imbalance between angiogenic factors, such as soluble endoglin (SEng) and
transforming growth factor beta-1 (TGF-B1), as well as an exacerbated inflammatory
state, contribute to the endothelial dysfunction and the clinical manifestations of the
disease. The main objective of this study was to evaluate the association between
plasma levels of sEng, TGF-B1 and TNF-a soluble receptors (STNF-R1 and STNF-
R2) and the occurrence of PE, classified according to the severity and onset-time of
the disease. We evaluated 87 women: 23 non pregnant, 21 normotensive pregnant
and 43 preeclamptic. Pregnant women with PE were stratified into subgroups
according to the severity [mild PE (n=12) and severe PE (n=31)] and onset-time of
the disease [early PE (n=19) and late PE (n=24)]. Plasma levels of seng TGF-1,
STNF-R1 and sTNF-R2 were determined by ELISA. The results showed that sEng
and sTNF-R1 levels were higher in preeclamptic than in normotensive pregnant
(sEng: p<0.001, sTNF-R1l: p=0.014) and non-pregnant (all p<0.001), and in
normotensive pregnant compared with non-pregnant (all p<0.001). sTNF-R2 levels
were higher in preeclamptic compared with non-pregnant (p<0.001), but no
difference was found comparing with normotensive pregnant women. The same
parameter was increased in normotensive pregnant compared with non pregnant
women (p<0.001). No differences were found in TGF-B1 levels between the three
studied groups. Late PE had higher levels of sTNF-R1 (p=0.004) and sTNF-R2
(p=0.003) than early PE and no significant difference was found for seng and TGF-
B1 levels. sEng levels were higher in severe PE comparing to mild PE (p=0.005) and
no difference was found for TGF-B1, sTNF-R1 and sTNF-R2 levels. Logistic
regression analysis revealed that primiparity and sEng plasma levels are
independently associated with the development of PE. Furthermore, sEng levels are
independently associated with the disease severity. No variable analyzed was
independently associated with onset-time of the disease. These results suggest that

sEng, sTNF-R1 and sTNF-R2 are associated with pregnancy, and that sEng and



STNF-R1 are higher in preeclamptic women. In addition, these data suggest that
elevated levels of both TNF-a receptors are associated with late PE, while higher

levels of sEng are found in pregnant women with severe PE.

Keywords: Preeclampsia; sEng; TGF-B1; sTNF-R1; sSTNF-R2.
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1 INTRODUCAO E RELEVANCIA

Doencas hipertensivas da gravidez sdo responsaveis por elevada morbidade
e mortalidade materna e fetal. Esse grupo de doencas inclui a pré-eclampsia (PE), a
hipertenséo arterial crénica (de qualquer etiologia), a PE sobreposta a hipertensao
arterial cronica, a eclampsia e a hipertenséao gestacional. A PE, em sua forma pura,
€ caracterizada pelo aparecimento de hipertensdo e proteindria em gestantes
normotensas, apds a vigésima semana de gestacdo. A doenca pode evoluir para
outras manifestagdes clinicas mais sérias como a eclampsia, a sindrome HELLP
(hemolysis, elevated liver enzymes, and low platelets) e a coagulacdo intravascular
disseminada (CID).

A PE ocorre somente na presenca da placenta, com ou sem o feto. O Unico
tratamento efetivo para essa doenca consiste na interrupcdo da gravidez e na
retirada da placenta, o que contribui significantemente para a prematuridade e o
baixo peso fetal. A PE esta ainda associada a um elevado custo social, uma vez
gue, frequentemente, resulta na internacdo da gestante e do recém-nascido por um
longo periodo.

Acredita-se que a PE seja uma doenca multifatorial e que a sua patogénese
envolva disturbios de placentacéo, intolerancia aos antigenos paternos presentes na
placenta pelo sistema imune materno, dano endotelial progressivo e inflamacgéo
sistémica materna excessiva.

Um desequilibrio de fatores angiogénicos enddgenos parece desempenhar
um papel fundamental na patogénese da PE. Niveis diminuidos do fator de
crescimento endotelial (VEGF) e do fator de crescimento placentario (PIGF),
associados a niveis aumentados das formas solUveis das proteinas endoglina
(seng) e tirosina-cinase tipo fms-1 (sFlt-1) tém sido observados antes e depois do
surgimento dos sintomas da doenca.

A gravidez normal esta associada a um estado inflamatério, o qual é
exacerbado na PE. Varios estudos relatam niveis aumentados de citocinas pro-
inflamatorias, tais como interleucina (IL)-6, interferon (IFN)-y e fator de necrose
tumoral alfa (TNF)-a, em gestantes com PE em comparacdo as gestantes
normotensas.

Ultimamente, tem sido extensamente discutido qual seria a melhor maneira de

definir a sindrome materna da PE, e como diferenciar as formas leve e grave da
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doenca. Recentemente, foi proposta uma nova classificagdo da doenca baseada na
idade gestacional na qual surgem os sintomas, a saber: PE precoce e PE tardia (<34
semanas e 234 semanas de gestagao, respectivamente). Essa classificacao reflete
melhor o prognostico da PE.

A PE precoce tem sido associada a sinais de placentacdo anormal,
evidenciados por alteracbes no doppler de artérias uterinas e restricdo do
crescimento fetal, bem como a um pior prognostico materno. Por outro lado, a PE
tardia parece estar menos relacionada a placentacdo anormal, e sugere-se que seja
determinada principalmente por fatores maternos.

Deve-se salientar que, até hoje, nenhum sistema de classificacdo da doenca
foi capaz de identificar, independentemente, as gestantes e os fetos que tém risco
aumentado de desenvolver as complicagdes que tornam a PE uma doenca tao
importante.

Considerando a complexidade da PE, bem como as lacunas existentes na
literatura, este estudo se justificou plenamente e contribuiu para um melhor

entendimento da sua fisiopatologia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Pré-eclampsia

A pré-eclampsia (PE) é uma doenca multissistémica caracterizada pelo
aparecimento de hipertenséo e proteindria em gravida normotensa ap0és a vigésima
semana de gestacdo que acomete cerca de 5 a 8% das gestacdes em todo o0 mundo
(LAIN; ROBERTS, 2002). Sua prevaléncia varia em diferentes populagdes e em
diferentes grupos étnicos (LAIN; ROBERTS, 2002). No Brasil, cerca de 40% das
causas de morte obstétricas diretas sdo atribuidas a distarbios hipertensivos da
gravidez (LAURENTI; JORGE; GOTLIEB, 2004).

A PE é considerada uma doenca heterogénea, com um espectro clinico que
varia desde uma forma leve até uma forma grave e pode se acompanhada por
diferentes sinais e sintomas (American College of Obstetricians and Gynecologists,
ACOG, 2002). Na maior parte dos casos, a progressao € lenta, os sintomas
aparecem tardiamente e a doenca ndo evolui para a forma mais grave. Em outros
casos, porém, a doenca progride rapidamente, da forma leve para a forma grave em
poucos dias ou meses, e pode se manifestar precocemente.

Diversos fatores maternos estdo associados ao risco de desenvolvimento da
PE, como primeira gravidez; PE em gestacdo anterior; extremos da faixa fértil;
comorbidades associadas a dano endotelial, tais como diabetes mellitus e
hipertenséo arterial cronica; indice de massa corporal (IMC) > 30 antes da gestacao
e etnia negra (TROGSTAD; MAGNUS; STOLTENBERG, 2011). Além disso,
acredita-se que exista um fator de risco paterno, uma vez que a ma adaptacao
materna aos antigenos fetais presentes na placenta parece estar envolvida na
patogénese dessa doenca. O estudo de ASTIN; SCOTT; WORLEY (1981) relatou a
morte de duas mulheres decorrente de pré-eclampsia que, em momentos diferentes,
engravidaram de um mesmo homem.

Fumar durante a gravidez, ao contrario, tem sido considerado um fator
protetor para o desenvolvimento de PE, embora os mecanismos envolvidos neste
efeito sejam desconhecidos. O risco relativo é de aproximadamente 0,5 a 0,8 em
gestantes fumantes quando comparadas as gestantes ndo fumantes (CONDE-
AGUDELO et al.,, 1999; ENGLAND; ZHANG, 2007). Vérias teorias tém sido

propostas para explicar o efeito protetor do tabagismo. O fumo do cigarro contém



22

substancias que exercem efeitos hipotensores, como o0 tiocianato. A nicotina
presente no fumo do cigarro pode inibir a producdo de tromboxano, um
vasoconstritor e agregante plaquetario potente. O mondxido de carbono (CO),
produto de combustdo do fumo do cigarro, diminui a agregacdo plaquetaria e
estimula a vasodilatacdo do endotélio. O tabagismo crbénico também pode induzir
eventos endoteliais sistémicos que dessensibilizam o endotélio aos agentes
causadores de disfuncao endotelial na PE, como as espécies reativas de oxigénio
(ROS). Apesar de reduzir a incidéncia da PE, o tabagismo estd associado ao
aumento do risco de mortalidade perinatal, aborto espontaneo, descolamento
prematuro de placenta e retardo de crescimento intra-uterino (BAINBRIDGE; SIDLE;
SMITH, 2005; CNATTINGIUS et al., 1997; TROGSTAD; MAGNUS; STOLTENBERG,
2011).

De acordo com o Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy (2000)
e 0 ACOG Practice Bulletin (2002), os parametros diagnosticos da PE sao:

e Hipertenséo: pressédo arterial sistdlica =2 140 mmHg ou pressao arterial
diastélica = 90 mmHg, em no minimo duas ocasides.
e Proteinuria: excregao de proteina 20,3g em urina de 24 horas ou =230mg/dL

(=1+ pelo método semi-quantitativo de fita), em amostra isolada de urina.

A medida da presséo arterial esta sujeita a alteracfes associadas a auséncia
de repouso prévio, a postura corporal e ao estado emocional. A proteinaria é
normalmente detectada por meio de fita reagente, uma vez que a sua determinacéo
em uma amostra de urina de 24 horas € um método demorado. A deteccdo da
proteindria por meio de fita reagente pode fornecer resultados falsamente positivos
se a urina estiver muito alcalina ou contaminada com amodnia quaternaria,
clorhexidina, bem como pelo corrimento vaginal (DAVEY; MACGILLIVRAY, 1988).
Além disso, a utilizagdo da proteinaria como um critério diagnostico da PE é
controversa na literatura, pois em alguns casos a doenca pode se estabelecer
mesmo se a gestante apresentar niveis dentro dos valores de referéncia.

O edema ja foi valorizado como critério para diagnostico de PE, mas como
ocorre frequentemente em mulheres com gestacdes saudaveis, deixou de ser
incluido.

Tradicionalmente, a PE é classificada de acordo com a gravidade dos sinais
clinicos e laboratoriais em PE leve e PE grave. Os parametros diagnésticos da PE

leve sdo pressao sistdlica =2 140 mmHg ou pressao arterial diastolica = 90 mmHg, e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bainbridge%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15533604
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excrecao de proteina = 0,3g e < 2g em uma urina de 24 horas ou 21+ pelo método
semi-quantitativo de fita, em amostra isolada de urina. Os parametros diagnésticos
da PE grave s&o presséao arterial sistolica = 160 mmHg ou pressao arterial diastdlica
> 110 mmHg, e excregao de proteina = 2 g em urina de 24 horas ou =+2 pelo
meétodo semi-quantitativo de fita, em amostra isolada de urina. A PE grave
frequentemente é acompanhada por um ou mais dos seguintes sinais e sintomas:
distdrbios cerebrais e visuais, dor epigéastrica, oliguria, edema pulmonar, niveis
anormais de enzimas hepéticas, trombocitopenia e restricdo de crescimento fetal.

Nos ultimos anos, tem sido valorizada a classificagdo da PE de acordo com a
idade gestacional na qual surgem os sintomas da doenca. Dessa forma, a PE é
classificada em precoce, quando os sintomas surgem antes de 34 semanas e tardia,
guando surgem na 342 semana ou apoés este periodo. Estudos sugerem que a PE
precoce e tardia possuem fisiopatologias diferentes e que deveriam ser estudadas
individualmente (SOTO et al., 2012). A PE precoce é clinicamente mais grave a curto
e a longo prazo, tanto para a saude da mae quanto do filho, que a PE tardia (HALL
et al., 2000; MACKAY; BERG; ATRASH, 2001).

A PE pode ter desfechos ainda mais graves, como a eclampsia, sindrome
HELLP (hemolysis, elevated liver enzyme and low platelets) e coagulacao
intravascular disseminada (CID).

A eclampsia afeta cerca de 2% das gestantes com PE grave e é caracterizada
por crises epiléticas que ndo podem ser atribuidas a outras causas (CUNNINGHAM,
2000). Grande parte das gestantes com eclampsia apresenta, além de hipertenséo e
proteinuria, nauseas, vomitos, edema cerebral, cefaleia intensa e alteracdes mentais
antes das crises epiléticas (YOUNG; LEVINE; KARUMANCHI, 2010). Assim como a
PE, a fisiopatologia da eclampsia ainda € desconhecida, podendo se manifestar
antes, durante ou apos o parto. A isquemia ou hemorragia cerebrais constituem as
principais causas de morte decorrentes da eclampsia (SIBAI, 2005).

A sindrome HELLP afeta aproximadamente 20% das gestantes com PE grave
(SIBAI et al., 1993, SIBAI, 2012). No periodo pés-parto, a sindrome geralmente se
desenvolve dentro das primeiras 48 horas em mulheres que tiveram PE antes do
parto (ONYANGUNGA; MOODLEY, 2012). A hipertensdo esta presente na maior
parte dos casos, porém os sinais da PE podem ser sutis ou, até mesmo, estar
ausentes (ABILDGAARD; HEIMDAL, 2013). Dessa forma, tem sido proposto que

essa sindrome seja uma entidade néo relacionada a PE. A lesdo endotelial, ativacdo
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das plaquetas, hemolise e lesdo hepética sdo caracteristicas fisiopatolégicas da
sindrome HELLP, as quais podem predispor a CID (BICK, 2000).

A CID ocorre quando hd um desequilibrio hemostatico e a atividade pré-
coagulante predomina sobre a anticoagulante. GALTON; MERRITT; BELLER
(1971), foram os primeiros investigadores que relataram depoésitos anormais de
fibrina nas vilosidades placentarias e no endotélio dos capilares glomerulares de
gestantes com PE e CID. Na PE, ha um aumento dos niveis plasméticos de dimeros
D, complexo trombina-antitrombina, trombomodulina, fator de von Willebrand, fator
VIII, acompanhado pela diminuicdo de antitrombina e da contagem de plaquetas
(DUSSE et al., 2013; LURIE; FEINSTEIN; MAMET, 2000). A CID inclui ainda a lise
de hemécias pela ativacdo do sistema do complemento, hemorragia decorrente de
coagulopatia de consumo e hipovolemia/hipotensdo consequente a hemorragia e/ou
liberacdo de bradicinina (FINLEY, 1989).

Embora os sintomas da PE se manifestem ap0s a vigésima semana de
gestacédo, atualmente tém sido aceito que a sua patogénese € estabelecida muito
antes e envolve duas fases distintas.

A primeira fase (placentaria) se da no primeiro ou segundo trimestre de
gestacdo, € assintomatica e caracterizada por placentacdo deficiente (FIGURA 1).
No desenvolvimento placentario normal, o citotrofoblasto invasivo de origem fetal
invade as artérias espiraladas uterinas, transformando os vasos de alta resisténcia e
pequeno calibre, em vasos de alta capacitancia e grande calibre, capazes de
fornecer uma perfusdo placentaria adequada ao desenvolvimento fetal. Na PE, o
citotrofoblasto € incapaz de adotar um fendtipo invasivo e a invasao das artérias
espiraladas € incompleta. Consequentemente, 0os vasos permanecem de calibre
pequeno e alta resisténcia, o que resulta em hipoperfuséo e isquemia placentarias. A
placenta isquémica libera fatores sollveis na circulagdo materna que causam
disfuncdo endotelial sistémica e resposta inflamatéria excessiva (KHONG et al.,
1986; LAM; LIM; KARUMANCHI, 2005; WALKER, 2000).

A segunda fase (materna), que ocorre no terceiro trimestre de gestacao, é
caracterizada pelas manifestacfes clinicas da doenca. A perda do controle
endotelial do tbnus vascular leva a hipertensdo e o aumento da permeabilidade
vascular glomerular causa proteinaria. A expressao anormal pelo endotélio lesado
de fatores envolvidos na coagulacdo, a ativacdo e a agregacdo plaquetarias

resultam em hipercoagulabilidade. Além disso, a vasoconstricdo e a isquemia
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decorrentes da lesdo endotelial podem causar disfuncédo hepética (KHONG et al.,
1986; LAM; LIM; KARUMANCHI, 2005; WALKER, 2000).

Normal

cytotrophoblast
stem cells
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J o,
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FIGURA 1 — Placentacdo anormal na pré-eclampsia. Parte superior da figura:
gestacdo normotensa. Parte inferior da figura: gestacdo com PE. Fonte: LAM; LIM;
KARUMANCHI, 2005.

A conduta clinica nas gestantes com PE, principalmente naquelas com a
forma precoce e grave, inclui a prevencdo de crises epiléticas e o controle da
hipertenséo. Entretanto, o tratamento definitivo da doenca consiste na interrup¢éo da
gravidez e retirada completa da placenta, no momento mais prudente, tanto para a
gestante, quanto para o feto. Frequentemente, a equipe obstétrica opta por adiantar
0 parto visando garantir o bem estar da gestante (A AGARRD-TILLERY; BELFORT,
2005).

Mulheres identificadas com um alto risco para desenvolver PE podem se

beneficiar com intervencdes preventivas. As estratégias atuais para a avaliacdo de
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risco sdo baseadas na histéria médica e obstétrica da gestante. Infelizmente, ainda
ndo existem testes laboratoriais confidveis que sejam capazes de identificar o risco
real de desenvolver PE associado aos fatores individuais. Vérias estratégias de
prevencdo de PE em gestantes com alto risco tém sido sugeridas, incluindo o uso de
antiplaquetarios e doadores ou precursores de Oxido nitrico (NO); terapia
antioxidante com vitaminas C e E; suplementacao da dieta com célcio, alho e 6leo
marinho e reducdo do consumo de sal. Apesar da variedade de intervencdes
profildticas descritas na literatura, a maioria dos estudos tém produzido resultados
desapontadores (BEZERRA MAIA E HOLANDA MOURA et al., 2012).

2.2 Fator de crescimento transformante beta-1 (TGF-B1) e endoglina (Eng)

A superfamilia do fator de crescimento transformante beta (TGF-B) é
composta por mais de 30 fatores de crescimento relacionados estruturalmente, que
incluem os TGF-Bs (1-3), as ativinas (A e B), as proteinas morfogenéticas 6sseas
(BMPs 1-20), além de fatores de crescimento e diferenciacdo, como a miostatina
(DE CAESTECKER, 2004). Essa classe de proteinas € expressa praticamente em
todas as células do corpo humano e regula diversos processos celulares, como
proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e sobrevivéncia, bem como processos
fisiolégicos, como desenvolvimento embrionario, angiogénese e cicatrizacdo
(GORDON; BLOBE, 2008).

Os receptores de TGF-B incluem os receptores de superficie tipo | (TBRI, ou
receptores cinase tipo ativina - ALKs) e tipo Il (TBRII). Esses receptores estao
localizados em células endoteliais, musculares lisas e em uma variedade de outros
tipos celulares. Ha ainda inimeros co-receptores, como o betaglicano (TBRIII), que
podem regular a sinalizacéo celular dos receptores da superfamilia do TGF-B, apos
a sua interacdo com ligantes especificos (DERYNCK; ZHANG, 1996;
GORDON; BLOBE, 2008; GOUMANS et al., 2002; MASSAGUE et al., 1990). Todas
as isoformas do TGF-B interagem com os dois tipos de receptores, porém com
diferentes afinidades (MCCARTNEY-FRANCIS; WAHL, 1994).

A endoglina (Eng), ou CD105, € uma glicoproteina homodimérica
transmembranar que também atua como um co-receptor para multiplos complexos
receptores da superfamilia do TGF-f (BARBARA; WRANA; LETARTE, 1999). A

estrutura primaria da Eng €& composta por uma regido extracelular de 561
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aminoacidos, um dominio hidrofébico transmembranar, e uma cauda citoplasmatica
com 47 residuos (GOUGOS; LETARTE; 1990). A porcdo extracelular da Eng pode
interagir com as proteinas TGF-B1, TGF-3, ativina-A, BMP-2 e BMP-7 (BARBARA;
WRANA; LETARTE, 1999).

2.2.1 Papel do TGF-B1 e da Eng na angiogénese

Tanto propriedades pré-angiogénicas, quanto anti-angiogénicas tém sido
atribuidas as proteinas da superfamilia TGF-B. No entanto, os mecanismos
moleculares pelos quais essas atuam permanecem obscuros. O TGF-, de modo
geral, inibe a proliferacdo das células endoteliais in vitro, porém efeitos
estimulatorios na angiogénese séo relatados in vivo (GOUMANS et al., 2002). Os
membros da superfamilia TGF-f também podem estimular a produg¢do de outros
fatores pro-angiogénicos, como o fator de crescimento endotelial (VEGF)
(DECKERS et al., 2002).

Das trés isoformas do TGF-B, a isoforma TGF-B1 parecer ser a mais
importante para a angiogénese em mamiferos, uma vez que € expressa nas células
endoteliais durante a embriogénese. Estudos mostraram que camundongos
deficientes para os genes do TGF-f2 ou do TGF-B3 exibem uma angiogénese
relativamente normal, enquanto a deficiéncia do TGF-B1 pode resultar em
diferentes fendtipos, dependendo da heranca genética. Por exemplo, nos
camundongos C57BL/6, a angiogénese é anormal e os embriées morrem no 10° dia
embrionario, enquanto nos camundongos NIH, o sistema cardiovascular tende a
desenvolver-se normalmente, mas 0s neonatos morrem devido a resposta auto-
imune descontrolada (TEN DIJKE; ARTHUR; 2007).

Apesar do papel funcional da Eng ainda ndo ser completamente entendido,
varios estudos sugerem o seu envolvimento na angiogénese, no desenvolvimento
vascular e na manutencao da integridade do endotélio vascular (FONSATTI; MAIO,
2004). Mutacbes no gene que codifica a Eng (END) estdo associadas a
telangiectasia hemorragica hereditaria tipo 1 (HHT1), uma doenca caracterizada por
malformacBes arteriovenosas que podem resultar em hemorragias recorrentes
(GUTTMACHER; MARCHUK; WHITE, 1995; MCALLISTER et al., 1994).
Camundongos sem expressdo para ambos os alelos END (END™) morrem na

metade da gestacdo devido a disfun¢cdes no processo de angiogénese e ao
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desenvolvimento cardiovascular defeituoso, enquanto camundongos END
heterozigotos (END'") tém expectativa de vida normal, mas desenvolvem sinais de
HHT1 (BOURDEAU; DUMONT; LETARTE, 1999; LI D. et al., 1999; TORSNEY et al.,
2003).

A Eng é uma molécula com atividade anti-angiogénica que evita a apoptose
de células endoteliais hipéxicas e € um componente essencial do complexo de
ativacado da enzima sintase do 6xido nitrico endotelial (eNOS), como representado
na FIGURA 2 (JERKIC et al., 2004; LI C. et al., 2000, 2003). A transcricdo da eNOS
€ regulada por diversos mediadores e fatores de crescimento, como o TGF-$1
(LOPEZ-NOVOA; BERNABEU, 2010).
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FIGURA 2 — Modelo hipotético do papel da Eng na expresséo e ativacédo da enzima
eNOS. EC: dominio extracelular; TM: dominio transmembrana; CYT: dominio
citoplasmaético. (A) A Eng reside na cavéola de células endoleliais Endoglin™*, um
dominio da membrana plasmatica que contém caveolina (caveolin) e eNOS. A Eng
facilita a associagado entre a calmodulina ligada ao calcio (Ca-Calmodulin) e a proteina
de choque térmico 90 (Hsp90) a eNOS durante a ativagcédo endotelial, o que resulta na
producdo de grande quantidade de NO e, consequentemente, em vasodilatagdo. (B)
Nas células endoteliais haploinsuficientes (Endoglin™"), tanto a quantidade de eNOS,
guanto a associacdo da eNOS/Hsp90/calmodulina estédo reduzidas. Assim, ha menor
producdo de NO, maior desacoplamento de eNOS e maior formagao de &nion
superéxido (0Oy). O O,, por sua vez, produz peréxido de hidrogénio (H.O.) e reage
com o NO para gerar peroxinitrito (ONOQO). Assim, a remocao de NO vasodilatador e a
presenca de radicais de oxigénio livres leva a uma desregulacdo do tdnus vasomotor.
Fonte: LOPEZ-NOVOA; BERNABEU, 2010.

Por outro lado, a forma soltuvel da Eng (SEng) tem acdo anti-angiogénica ao
impedir a ligagcdo do TGF-B1 aos seus receptores nas células endoteliais, o que

resulta na menor ativacdo de eNOS e menor produgcdo de NO, um vasodilatador
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potente e, consequentemente, no aumento da resisténcia vascular (VENKATESHA
et al., 2006).

2.2.2 Papel do TGF-B1 na regulacao da resposta imune

O TGF-B1 é uma citocina multifuncional com atividade imunossupressora,
bem como pré-inflamatoéria. Inicialmente, o TGF-B31 foi identificado como um agente
quimiotatico potente, capaz de induzir a migragdo de mondcitos, linfécitos,
neutrofilos e fibroblastos (MCCARTNEY-FRANCIS; WAHL, 1994). Mais tarde, varios
estudos relataram que camundongos deficientes para o gene do TGFB-1 morrem
devido a inflamagéo multifocal e distarbios autoimunes, sugerindo, entdo, o efeito
imunossupressor dessa citocina no organismo (KULKARNI; KARLSSON, 1997).

As células T séo consideradas os principais alvos da acao direta do TGF-B1 in
vivo (LI; FLAVELL, 2008). Células T auxiliares (Th) naive podem ser diferenciadas
nas linhagens especificas Thl, Th2, Th1l7 e T reguladoras (Treg). As células Thl
estdo envolvidas na imunidade celular, as células Th2 na imunidade humoral e na
ativacao de eosindfilos, as células Th1l7 protegem contra infec¢des fungicas, virais e
bacterianas e medeiam diferentes tipos de inflamacéo tecidual, enquanto as células
Treg sédo importantes para a manutencédo da auto-tolerancia e para a regulacéo da
inflamacéo (SAITO, 2010). O TGF-B1 induz tanto a geracdo de células Treg quanto
de células Th1l7 a partir de células T naive, enquanto a presenca de IL-6 e IL-1[3
favorece a imunidade tipo Th1l7 e inibe a imunidade tipo Treg (GHORESCHI et al.,
2010; BETTELLI et al., 2006). O desequilibrio de células Treg e Thl7 tem sido
proposto como um mecanismo patogénico associado a varias doencas humanas
(SAITO, 2010).

2.2.3 TGF-B1 e sEng na pré-eclampsia

A trombocitopenia € um achado comum em gestantes com PE, podendo
resultar da ativacdo plaquetaria frequentemente observada nessa doenca
(MCCRAE, 2010). As plaquetas sao as maiores fontes de TGF-1 em humanos e,
guando ativadas, liberam TGF-B1 dos seus granulos a na circulagcdo sanguinea

(ASSOIAN et al., 1983). Assim, a deteccdo dos niveis circulantes dessa citocina
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pode contribuir para o melhor entendimento do mecanismo envolvido na
fisiopatologia da PE (PERACOLI et al., 2008).

Acredita-se que o equilibrio entre células Treg e Th1l7 seja importante para a
manutencdo da toleréncia aos antigenos fetais herdados do pai e que a ma
adaptacdo imune materna a esses antigenos possa contribuir para a patogénese da
PE (SAITO et al.,, 2007; ZHAO; ZENG; LIU, 2007). O estudo conduzido por
SANTNER-NANAN et al. (2009) relatou um aumento de células Treg e uma
diminuicdo de células Thl7 no sangue periférico de gestantes normotensas em
relacdo a gestantes com PE. Ambas as células Treg e Th17 necessitam de TGF-B1
para se diferenciarem, o que reforca a importancia do papel dessa citocina na
patogénese da PE (GHORESCHI et al., 2010; BETTELLI et al., 2006).

VENKATESHA et al. (2006) foram o0s primeiros a destacar a importancia da
sEng na patogénese da PE e da sindrome HELLP em modelo animal e em
mulheres. Nesse estudo, a administracdo de adenovirus codificado para SEng em
ratas gravidas produziu hipertensédo e proteinaria, que foram amplificados pela co-
administracdo de seng e sFlt-1, gerando um modelo animal de PE grave associado
a sindrome HELLP e a restricdo do crescimento fetal. O sFlt-1 atua como
antagonista do VEGF e do PIGF (MAYNARD et al., 2003). Acredita-se que a sEng
causa disfuncdo endotelial na PE ao impedir a ligagdo do TGF-f1 aos seus
receptores de membrana, como representado na FIGURA 3. Assim, estes achados
sugerem que a SEng e a sFlt-1, agindo por meio de diferentes mecanismos,

contribuem sinergicamente para a patogénese da PE.

(A) Gestante normotensa (B) Gestante com pré-eclampsia

§' sEng

TGF-$1

iR 5 E
2 2
Endotélio saudavel Disfungéo endotelial

FIGURA 3 — A proteina seng causa disfuncéo endotelial ao inibir a sinalizagao do
TGF-B1. (A) Gestante normotensa. (B) Gestante com PE. Fonte: Adaptado de
KARUMANCHI; EPSTEIN, 2007.
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Diversos estudos relataram niveis aumentados de sEng na circulacdo de
gestantes com PE antes e depois da doenca se manifestar clinicamente, e esses
niveis correlacionaram positivamente com a gravidade da doenca (DE VIVO et al.,
2008; KIM et al., 2009; REDDY et al., 2009, VENKATESHA et al., 2006). Além disso,
foram detectados niveis elevados de sEng na urina e no liquido amnidtico de
gestantes com PE (BUHIMSCHI et al., 2010; STAFF et al., 2007). Por outro lado, o
feto parece ndo contribuir para o aumento dos niveis de sEng na PE. STAFF et al.
(2007), relataram niveis muito baixos de SEng no sangue venoso e no sangue
arterial umbilical fetal, que néo diferiram entre as gestantes com PE e as gestantes
normotensas.

Por outro lado, os estudos que avaliaram os niveis circulantes do TGF-1 em
gestantes com PE apresentam resultados conflitantes (GIL-VILLA et al., 2012;
MADAZLI et al., 2003; SZARKA et al., 2010).

A Eng é expressa principalmente nas células vasculares endoteliais e nos
sinciciotrofoblastos da placenta (FONSATTI; MAIO, 2004; GOUGOS et al., 2002). E,
também, expressa nos citotrofoblastos extravilosos e nos mondcitos (LASTRES et
al., 1992; ST-JACQUES et al., 1994). A placenta parece servir como a fonte mais
abundante de sEng nas gestantes com PE e diversos estudos relataram um
aumento da Eng placentaria na PE (FANG et al., 2010; JEYABALAN et al., 2008,
VENKATESHA et al., 2006). Além disso, os niveis de sEng caem significativamente
na circulacdo materna apés o parto (PETROZELLA et al., 2012; VENKATESHA et
al., 2006).

Ainda ndo se sabe ao certo como a sEng ¢€ liberada na circulacdo sanguinea
das gestantes com PE. A sequéncia parcial da proteina seng (65 kDa) purificada
sugere que a mesma seja um produto da clivagem N-terminal da proteina
trasmembrana Eng (90kDa). Uma vez que o betaglicano, outro co-receptor do TGF-f3
gue tem uma sequéncia parcial idéntica a Eng, pode ser clivado por uma protease
de membrana, pode-se especular um processamento semelhante para a sEng
(VELASCO-LOYDEN; ARRIBAS; LOPEZ-CASILLAS, 2004). Um estudo recente
sugere que a metaloproteinase de matriz 14 (MMP-14) seja a protease envolvida na
clivagem da Eng presente na placenta (KAITU'U-LINO et al., 2012). Sabe-se que
varias substancias sdo produzidas em excesso pela placenta pré-eclamptica, tais
como restos de trofoblastos e lipideos oxidados e é possivel que essas também

promovam a liberagéo de sEng na circulagdo materna (REDMAN; SARGENT, 2005;
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STAFF et al.,, 1999; WALSH et al., 2000). Além disso, proteases de leucdcitos
ativados podem clivar proteinas na sua por¢cdo N-terminal inativando-as. Isto ocorre
com a Anexina Al, uma proteina anti-inflamatoria induzida por esteroides (VAGO et
al., 2012).

Embora a PE seja tradicionalmente considerada uma doenga autolimitada,
qgue resolve uma vez que a placenta é retirada, alguns estudos sugerem que um
estado anti-angiogénico persistente possa contribuir para a disfuncdo endotelial,
com implicagBes futuras para a saude da mulher. As mulheres que tiveram PE e
suas filhas tém maior risco de desenvolver doengas cardiovasculares quando
comparadas aquelas cujas maes permaneceram normotensas durante a gravidez.
No entanto, no momento atual, ainda ndo esta claro se a PE é um fator de risco
formal para doencas cardiovasculares, ou se as mulheres que tiveram PE
compartilham fatores de risco com outras mulheres que tém maior chance de
desenvolver essas doencas (CRAICI; WAGNER; GAROVIC, 2008;
GILBERT; NIJLAND; KNOBLICH, 2008; POWE; LEVINE; KARUMANCHI, 2011).

Em contrapartida, a persisténcia de niveis moderados de sEng na circulacéo
pode exercer um efeito protetor contra o desenvolvimento de tumores no periodo
pos-natal. Estudos epidemioldgicos recentes relataram que mulheres que ja tiveram
PE e suas filhas tém uma incidéncia reduzida de cancer de mama, quando
comparadas as mulheres que tiveram gestacdes normotensas e suas filhas
(INNES; BYERS, 1999; TROISI; POTISCHMAN; HOOVER, 2007).

2.3 Receptores soluveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

2.3.1 Papel dos receptores soluveis do TNF-a na inflamacéo

O TNF era um fator desconhecido que foi assim nomeado devido a sua
habilidade de induzir necrose hemorragica em alguns tipos de tumores (ROTHE et
al.,, 1992). O TNF foi isolado em 1984 e, desde entdo, é considerado uma das
principais citocinas pré-inflamatérias com atividade pleiotropica em varios 6rgaos e
tipos celulares. E expresso como uma proteina transmembranar de 26KDa que pode
ser clivada para liberar a sua forma sollGvel de 17KDa (MACEWAN, 2002).
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O papel primario do TNF consiste na regulacdo das células imunes, porém
niveis excessivos estdo envolvidos na patogénese de diversas doengcas como artrite
reumatoide, asma e choque séptico (MACEWAN, 2002). Estudos experimentais em
animais, incluindo camundongos deficientes para o gene do TNF, demonstram a
importancia desse na defesa do hospedeiro contra patdégenos intracelulares e na
fase precoce da resposta imune (BROCKHAUS, 1997).

O termo TNF se refere a dois fatores relacionados, o TNF-a e o TNF-B, cujas
principais fontes sdo os mondcitos/macrofagos e as células T ativadas. Existem dois
receptores distintos de TNF, o TNFR tipo | (TNF-R1, também conhecido como
TNFp55, TNFRB ou CD120a) e TNFR tipo Il (TNF-R2, também conhecido como
TNFp75, TNFRa ou CD120b), os quais possuem massa molecular de 55KDa e
75kDa, respectivamente (BROCKHAUS, 1997; ROTHE et al, 1992;
VANDENABEELE et al., 1995).

Apesar de todas as células nucleadas terem, virtualmente, a capacidade de
expressar TNF-R1 e TNF-R2, a expressao dos genes que codificam esses dois
receptores é regulada diferentemente em cada tipo celular (VANDENABEELE et al.,
1995). O TNF-R1 é expresso predominantemente em células sujeitas ao efeito
citotoxico do TNF-a, enquanto o TNF-R2 é altamente expresso em células de origem
mieloide, principalmente nas células T e B estimuladas (DIEZ-RUIZ et al., 1995). A
expressao celular dos receptores do TNF é regulada em resposta a isquemia e lesao
teciduais, o que fornece um nivel importante de controle das atividades biolégicas do
TNF (BOTCHKINA et al., 1997).

A analise da sequéncia de aminoacidos desses dois receptores revelou um
alto grau de similaridade entre as suas regides extracelulares, ao passo que as suas
regides intracelulares se mostraram totalmente nao relacionadas, o que sugere que
esses dois receptores possam apresentar atividades funcionais distintas
(BOTCHKINA et al., 1997).

Estudos posteriores mostraram que o TNF-R1 medeia a morte celular por
apoptose induzida por TNF. No entanto, a funcdo do TNF-R2 é, ainda, obscura. O
TNF-R2 tem sido implicado na proliferacdo celular e na prote¢cdo contra a morte,
apesar de ser capaz de transduzir sinais apoptéticos em algumas linhagens
celulares (BOTCHKINA et al.,, 1997). Além disso, o0 TNF-R2 pode exercer uma
func@o acessoria ao se ligar ao TNF e transferi-lo para o TNF-R1 (BROCKHAUS,

1997). Os receptores do TNF nédo apresentam, por si s, capacidade de sinalizagéo,
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portanto devem interagir com proteinas intracelulares a fim de controlar a sinalizagéo
celular (MACEWAN, 2002).

Ambos os receptores liberam fisiologicamente na circulacdo a sua porcao
extracelular sob uma forma soltvel (STNF-R), provavelmente através de clivagem
proteolitica (NOPHAR et al., 1990). A concentracdo de sTNF-R1 e de sTNF-R2 na
circulacdo de individuos saudaveis é de 2000-3000 pg/mL e 2000-6000 pg/mL,
respectivamente (BROCKHAUS, 1997). Neutroéfilos, células T e mondcitos ativados
séo as principais fontes de sTNF-Rs (DIEZ-RUIZ et al., 1995). Ambos os receptores
soluveis estdo elevados na sepse e em infec¢bes ndo bacterianas, como a maléria.
Uma elevacdo menos pronunciada € observada no céancer, nas infec¢des virais e
nas doencas auto-imunes (BROCKHAUS, 1997).

Acredita-se que os STNF-Rs neutralizam a atividade do TNF, uma vez que
eles podem agir como antagonistas ou inibidores do TNF, bloqueando diretamente a
sua acao ou competindo com a ligacdo do TNF aos receptores de superficie celular.
Além disso, servem como proteinas carreadoras de TNF para fora do seu local de
producéo e estabilizam ou até mesmo aumentam os efeitos do TNF ao servir como
reservatorio de TNF bioativo, prolongando a sua atividade (DIEZ-RUIZ et al., 1995).
A funcéo neutralizante do TNF exercida pelos sSTNF-Rs € um mecanismo importante
de regulacédo da atividade inflamatoria de TNF (BROCKHAUS, 1997; COOK et al.,
2008).

A FIGURA 4 ilustra a regulacdo da producéo de sTNF-R1 e o0 seu papel na
regulacao da atividade do TNF.
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FIGURA 4 — Representacdo esquematica da regulacao da liberacédo de sTNF-R1 e o
seu papel naregulacdo da acdo do TNF. A enzima conversora de TNF-a (TACE;
também conhecida como metaloprotease e ADAM-17) cliva o TNF-R1 em sua forma
soltvel (sSTNF-R1). A clivagem proteolitica do TNF-R1 pela TACE pode ser ativada in
vivo por ROS. O acetato miristato de forbol (PMA) é frequentemente utilizado para a
estimulacdo da producédo ROS in vitro. A clivagem proteolitica do TNF-R1 é inibida
pelo inibidor tecidual de metaloprotease-3 (TIMP-3) e pelo inibidor de protease de
TNF-a 2 (TAPI-2). Fonte: COOK et al., 2008.

A determinacdo plasmatica de sTNF-Rs apresenta varias vantagens em
relacéo a determinacdo do TNF-a, uma vez que o TNF-a é rapidamente removido do
organismo, sendo frequentemente indetectavel. Além disso, alguns testes sao
incapazes de detectar o TNF-a ligado aos sTNF-Rs, resultando em medidas nao
confiaveis de TNF-a. Cumpre destacar que os sTNF-Rs sdo bastante estaveis,
podendo ser determinados em amostras de soro/plasma estocadas e 0s niveis
circulantes de STNF-R1 e sSTNF-R2 correlacionam com os niveis de TNF-a
(BROCKHAUS, 1997; DIEZ-RUIZ et al., 1995).

A estabilidade do TNF-a e dos seus receptores soluveis na circulagao foi
verificada in vivo pelo estudo de VAN ZEE et al. (1992). Este estudo utilizou um
modelo de infeccdo humana, no qual foram administradas 20 unidades de
endotoxina (LPS) a voluntarios adultos saudaveis, considerado um estimulo
inflamatorio leve, e as suas amostras de plasma foram examinadas em diferentes
intervalos apds o desafio com LPS. O pico de concentracdo de TNF-a foi detectado
1 a 2 horas ap6s a administracdo de LPS, tornando-se indetectavel dentro de 4
horas. Em contrapartida, o pico de concentracdo dos receptores sollveis do TNF-a

ocorreu entre 2 e 3 horas apés a administragdo de LPS e 0s seus niveis
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permaneceram detectaveis por até 24 horas. Este estudo também avaliou os niveis
plasmaticos de TNF-a, sTNF-R1 e sTNF-R2 em pacientes que tiveram episodios de
choque hemorragico ou sepse apos sofrerem lesGes traumaticas graves ou se
submeterem a procedimentos cirurgicos extensos. O TNF-a foi detectado em apenas
37% das amostras, enquanto o STNF-R1 e o STNF-R2 foram detectados em 94% e

89% das amostras, respectivamente.

2.3.2 Papel do TNF-a e dos seus receptores soluveis na disfuncédo endotelial

A inducéo fisiologica de TNF-a é protetora, mas a sua superprodugao parece
causar lesdo endotelial direta (TRACEY; CERAMI, 1993). A infusdo intravenosa
macica de TNF humano recombinante purificado reproduz as -caracteristicas
fundamentais do choque séptico induzido por endotoxina em ratos, como aumento
da permeabilidade capilar, hemoconcentracéo, edema e hipotensdo. Além disso, a
liberacdo excessiva de TNF pode induzir a liberacdo de outras citocinas pro-
inflamatorias, moléculas de adesdo, ROS e estimular a atividade pro-coagulante do
endotélio (MUZAFFAR et al., 2003; SLUNGAARD et al., 1990).

Niveis elevados de TNF-a estdo associados a menor expressdo de eNOS e,
consequentemente, a producdo reduzida de NO, que além de vasodilatador e
inibidor da agregacéo plaquetaria, possui acdo moduladora da adesao de leucdcitos
no endotélio (ANDERSON; RAHMUTULA; GARDNER, 2004; KUBES;
SUZUKI; GRANGER, 1991; RAPOPORT; DRAZNIN; MURAD, 1983). O TNF-a
regula negativamente os niveis eNOS ao reduzir a atividade do promotor do seu
gene e ao provocar a desestabilizacdo do seu RNA mensageiro (mMRNA)
(ANDERSON; RAHMUTULA; GARDNER, 2004; MOHAMED et al., 1995). Estudos in
vivo em ratos relataram que a administracdo de TNF-a reduz os niveis de NO nas
células endoteliais, interferindo, consequentemente, com o relaxamento do endotélio
(WANG; BA; CHAUDRY, 1994).

Tais efeitos, em conjunto, provavelmente contribuem para a disfuncao
endotelial observada em diversas doencas as quais estdo associadas ao aumento
dos niveis circulatorios de TNF-a, como a PE.

Pode-se especular que os sTNF-Rs neutralizem, em parte, a capacidade do
TNF-a de causar lesao endotelial, ao impedir a sua ligagdo aos seus receptores de

membrana. Desta forma, a liberacdo de sTNF-Rs pode constituir um dos
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mecanismos de controle da disfuncao endotelial associada a niveis aumentados de

TNF-a na circulacédo.

2.3.3 Receptores soluveis do TNF-a na pré-eclampsia

Acredita-se que a resposta inflamatéria sistémica materna desempenhe um
papel importante na patogénese da PE. O terceiro trimestre de gestacdo esta
associado, fisiologicamente, a uma maior resposta inflamatéria quando comparado
ao estado ndo gravidico, porém esta é ainda mais pronunciada na PE
(REDMAN; SACKS; SARGENT, 1999). A liberacdo excessiva de citocinas pro-
inflamatérias, como TNF-a, pode prejudicar a fungdo das células endoteliais,
modular a expressdo de moléculas de adesao celular e induzir a liberacdo de outras
citocinas pro-inflamatérias (SLUNGAARD et al., 1990). As citocinas também tém um
papel fundamental na invasdo do trofoblasto nas artérias espiraladas uterinas
(POLLHEIMER; KNOFLER, 2012) e no inicio do trabalho de parto, ao induzir a
sintese de prostaglandinas (LUNDIN-SCHILLER, MITCHELL, 1991).

Conforme descrito anteriormente (secdo 2.2.3), as gestantes com PE
apresentam um aumento de células Thl7 e uma diminuicdo de células Treg.
Somado a esse desequilibrio, observa-se uma imunidade predominantemente do
tipo Thl em gestantes com PE, ao contrario de uma imunidade predominantemente
do tipo Th2 em gestantes normotensas (SAITO, 2010).

Os produtos da resposta imune do tipo Thl, tais como o IFN-y e IL-2, ativam
0s macrofagos a secretarem TNF-a. Durante a resposta imune Th1, o sTNF-R2 é
liberado principalmente por células mononucleares ativadas, como as células T e 0s
macrofagos, ao passo que as outras células que respondem ao IFN-y liberam,
preferencialmente, o STNF-R1, como representado na FIGURA 5 (DIEZ-RUIZ et al.,
1995; MAGGI et al., 1992; ROMAGNANI, 1992).
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FIGURA 5 — Esquema simplificado da producéo de receptores solUveis do TNF-a
através da ativacdo da resposta imune mediada por células (imunidade tipo Th1l).
STNF-R55 = sTNF-R1, sTNF-R75 = sTNF-R2. Fonte: DIEZ-RUIZ et al., 1995.

O paradigma Th1/Th2/Th17/Treg explica, em parte, a inflamacéao cronica, a
tolerancia inadequada ao feto e a angiogénese deficiente que estdo envolvidos na
fisiopatologia na PE (SAITO, 2010; SAITO et. al., 2010).

A maior parte dos estudos tem relatado niveis circulantes aumentados de
STNF-R1 e sTNF-R2 em gestantes com PE em comparacdo a gestantes
normotensas (KUPFERMINC et al., 1996; NUNEZ-GONZALEZ; SANABRIA-
VERA; ROMERO-ADRIAN, 2001; VISSER et al., 2002). Por outro lado, os estudos
gue avaliaram os niveis de TNF-a apresentaram resultados heterogéneos. Enquanto
alguns estudos relataram niveis elevados de TNF-a em gestantes com PE
(KUPFERMINC et al., 1994; NUNEZ-GONZALEZ; SANABRIA-VERA; ROMERO-
ADRIAN, 2001; VELZING-AARTS et al., 2002), outros estudos nZo revelaram
diferencas significativas entre gestantes com PE e gestantes normotensas (BOWEN
et al., 2001; PINHEIRO et al., 2013).

Os receptores do TNF-a sao expressos fisiologicamente na placenta durante
toda a gestacdo. Nas placentas a termo, os mMRNA do TNF-R1 é expresso
principalmente no estroma viloso e nas células endoteliais. O MRNA do TNF-R2 tém
uma distribuicdo placentaria similar ao mMRNA do sTNF-R1, porém em um menor
nivel de expressdo (YELAVARTHI; HUNT, 1993). Os sTNF-Rs também tém sido
detectados na urina e no liguido amniético durante a gestacao
(ENGELMANN; NOVICK; WALLACH, 1990; OPSJ@N et al., 1995). Niveis elevados
de ambos o0s receptores sollveis tém sido detectados no liquido amniético de
gestantes com PE (KUPFERMINC et al., 1996).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a associacao dos niveis plasmaticos de marcadores de angiogénese
(sEng e TGF-B1) e inflamacdo (STNF-R1 e sSTNFR-2) em pacientes com PE e suas

diferentes manifestacdes clinicas.

3.2 Objetivos especificos

1) Avaliar e comparar os niveis de seng, TGF-f1, sTNF-R1 e STNFR-2 entre:
a) Mulheres ndo gestantes, gestantes normotensas e gestantes com PE;
b) Gestantes com PE precoce e tardia; e
c) Gestantes com PE leve e grave.

2) Estabelecer a correlagéo entre os niveis plasmaticos de seng, TGF-B1, sSTNF-
R1 e sTNFR-2 e as caracteristicas clinicas das gestantes normotensas e com
PE.

3) Estabelecer a correlacao entre os niveis plasmaticos de seng, TGF-f1, STNF-
R1 e sSTNFR-2 e os parametros laboratoriais das gestantes com PE.

4) Realizar andlise de regressdao multivariada para estabelecer se os
marcadores avaliados estdo associados independentemente com a

ocorréncia de PE e suas diferentes manifestacdes clinicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Este projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (ANEXO A), pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte / Belo Horizonte - MG
(ANEXO B), pelo Nucleo de Pesquisa da Maternidade Odete Valadares/Comité de
Etica em Pesquisa da Fundac&o Hospitalar do Estado de Minas Gerais (FHEMIG) /
Belo Horizonte - MG (ANEXO C), pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Municipal Odilon Behrens (HOB) / Belo Horizonte — MG (ANEXO D), pela geréncia
da Unidade Basica de Saude da Familia (UBSF) Guanabara / Betim - MG (ANEXO
E) e pela Diretoria do Hospital Publico Regional de Betim (HPRB) / Betim — MG
(ANEXO F).

O esclarecimento dos objetivos da pesquisa foi feito pelos pesquisadores, no
momento da coleta do sangue, utilizando-se linguagem clara, a todas as mulheres
participantes do estudo. Todas assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE (ANEXO G).

4.2 Casuistica

4.2.1 Selecéo das integrantes do estudo

Este estudo transversal incluiu 87 mulheres distribuidas em trés grupos. O
tamanho amostral utilizado neste estudo se baseou em estudos anteriores da
literatura os quais avaliaram o0s mesmos marcadores, porém em populacdes
diferentes. O grupo | foi composto por mulheres ndo gestantes (n=23), o grupo I, por
gestantes normotensas (n=21) e o grupo lll, por gestantes com o diagnéstico de PE
(n=43). As gestantes com PE foram selecionadas na Santa Casa de Misericordia de
Belo Horizonte / Belo Horizonte — MG, na Maternidade Odete Valadares / Belo
Horizonte — MG, no Hospital Municipal Odilon Behrens / Belo Horizonte — MG e no
Hospital Publico Regional de Betim / Betim — MG. As mulheres dos grupos | e |l
foram selecionadas na Unidade Basica de Saude da Familia Guanabara / Betim —

MG. As integrantes dos trés grupos avaliados pertenciam a mesma classe social. O
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protocolo da pesquisa nao interferiu com as recomendacdes e prescricdes médicas.
Os dados clinicos e laboratoriais de interesse, de cada uma das participantes do
estudo, foram coletados em ficha individual padronizada (ANEXO H), a partir do

cartdo de pré-natal e/ou prontuario médico e durante a entrevista presencial.

4.2.2 Critérios de inclusao

Os critérios de inclusédo para as mulheres ndo gestantes (grupo I) foram:
e Pressao sistdlica/diastolica igual ou inferior a 120 x 80 mmHg e sem historia

pregressa de hipertenséo e PE;

Para as gestantes normotensas (grupo II), foram:
e Pressdo sistolica/diastolica igual ou inferior a 120 x 80 mmHg e sem historia
pregressa de hipertenséo e PE;

e Estar no terceiro trimestre de gestacao.

De acordo com o Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy (2000)
e 0 ACOG Practice Bulletin (2002), os critérios de inclusdo adotados para as
gestantes com PE (grupo lll), foram:
e Presséo sistolica/diastolica igual ou superior a 140 x 90 mmHg, aferida em
duas medidas com intervalo de, no minimo, 2 horas e ap0s repouso;
e Proteinuria superior a 0,3g em uma urina de 24 horas ou maior ou igual a 1+
pelo método semi-quantitativo de fita, em amostra isolada de urina;

As gestantes deste grupo também estavam no terceiro trimestre de gestacao.

O diagnéstico de PE foi feito pela equipe obstétrica dos hospitais e
maternidades nas quais as pacientes foram selecionadas

As gestantes com PE (grupo lllI) foram distribuidas em dois subgrupos, de
acordo com a idade gestacional na qual surgiram os sintomas da doenca (DEKKER
et al., 1995), sendo:

PE precoce: Quando os sintomas surgiram antes da 342 semana de gestacao.

PE tardia: Quando os sintomas surgiram na 342 semana de gestacao ou apos

esse periodo.
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As gestantes com PE (grupo Ill) foram também distribuidas em dois

subgrupos, de acordo a gravidade da doenca (ACOG Practice Bulletin, 2002;

Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy, 2000), sendo:

PE leve:

Pressao sistolica/diastdlica igual ou superior a 140 x 90 mmHg e inferior a 160
x 110 mmHg, aferida em duas medidas com intervalo de, no minimo, 2 horas
e apos repouso.

PE grave:

Pressao sistélica/diastolica igual ou supeior a 160 x 110 mmHg, aferida em

duas medidas com intervalo de, no minimo, 2 horas e ap0s repouso.

A presenga de alguns dos sintomas clinicos e achados clinico-laboratoriais

também foi considerada pela equipe obstétrica para definir o diagnostico de PE

grave, como:

Dor epigastrica ou no abdome superior;

Alteracdes visuais;

Exacerbacdo dos reflexos tendinosos profundos, sendo aferidos por dois
reflexos (patelar e de membros superiores);

Cefaleia;

Dispneia e sinais de congestéo pulmonar;

Volume urinério inferior a 500mL em 24hs ou 100mL em 4 horas (2 medidas);
Trombocitopenia (contagem de plaquetas < 100.000 /mm?®);

Elevacéo da atividade das enzimas hepaticas;

Presenca de esquizdcitos no filme sanguineo;

Crescimento intra-uterino restrito (CIUR).

4.2.3 Critérios de exclusao

Os critérios de exclusdo comuns aos trés grupos foram:

Obesidade (IMC > 30);

Presenca de doencas intercorrentes como hipertensédo crbnica, diabetes,
cancer, distarbios da coagulacdo, doencas cardiovasculares, autoimunes,

hepaticas, renais e infectocontagiosas.
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O trabalho de parto avancado também foi um critério de exclusédo adotado
para os grupos Il e Ill.

A idade gestacional das participantes dos grupos Il e lll foi pareada, bem
como a idade das participantes dos grupos I, Il e lll.

4.3 Material

4.3.1 Amostra biolégica

Foi coletado, de cada participante do estudo, 5mL de sangue venoso em
EDTA (acido etilenodiaminotetracético), diretamente em tubos com o sistema
Vacuette®, devidamente identificados. Essas amostras foram centrifugadas durante
15 minutos, a 3500 rpm e a temperatura ambiente para a obtencdo de plasma, o
gual foi imediatamente aliquotado em tubos criogénicos devidamente identificados.
As aliquotas de plasma foram armazenadas a temperatura de -80°C até 0 momento

da realizacao dos testes laboratoriais.

4.4 Métodos

4.4.1 Ensaio imunoenzimatico (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — ELISA)

4.4.1.1 ELISA para a determinacdo de sEng

A determinacdo da concentracdo plasmatica de sEng foi realizada pelo
método de imunoensaio quantitativo enzimatico do tipo sanduiche, empregando-se o
conjunto diagnéstico QUANTIKINE® Human Endoglin/CD 105 Immunoassay —
ELISA (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN), de acordo com as instrucbes do
fabricante.

As amostras de plasma foram diluidas 1:6 antes da realizacdo do teste.

O principio do teste consiste na ligacdo da sEng presente na amostra de
plasma a ser testada, ao anticorpo monoclonal especifico para seng pré-fixado na

superficie de uma microplaca. Apés a etapa de incubacdo dos padrdes e das
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amostras, a microplaca foi lavada para retirar os antigenos que nao se ligaram e, em
seguida, um anticorpo monoclonal especifico para seng conjugado a peroxidase foi
adicionado. Apds incubacdo, uma segunda lavagem foi realizada para remover 0s
conjugados anticorpo-enzima que ndo se ligaram. Em seguida, o substrato
tetrametilbenzidina (TMB), na presenca de peroxido de hidrogénio, foi adicionado as
cavidades da microplaca. A reacdo resultante foi observada pela formacédo de um
produto corado e interrompida pela adi¢do de &cido sulfurico. A intensidade da cor
produzida foi medida espectrofotometricamente em 450nm, com a correcdo do
comprimento de onda ajustado para 540nm, e era proporcional a concentracao de
SEng no plasma.

A concentracdo de sEng de cada amostra foi obtida interpolando-se a

absorbancia lida em uma curva de calibragéo, conforme orientacéo do fabricante.

4.4.1.2 ELISA para a determinacao de TGF-81

A determinacdo da concentracdo plasmatica de TGF-B1 foi realizada pelo
método de imunoensaio quantitativo enzimatico do tipo sanduiche, empregando-se o
conjunto diagnéstico QUANTIKINE® Human TGF-B1 Immunoassay — ELISA (R&D

Systems, Inc., Minneapolis, MN), de acordo com as instrucdes do fabricante.

4.4.1.2.1 Ativacao e diluicdo das amostras

Antes da realizacdo do teste, as amostras de plasma foram ativadas pela
adicdo de uma solucéo acido cloridrico, seguida da neutralizacdo por uma solucéo
de hidréxido de sédio / N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(2-acido etanosulfénico)
(NaOH/HEPES), de acordo com as instrucbes do fabricante. Apés a etapa de

ativacao, as amostras de plasma foram diluidas 1:2.

4.4.1.2.2 Realizacdo do ensaio

O principio do teste € o mesmo descrito para sEng, diferindo-se somente em

relacdo ao anticorpo imobilizado na microplaca (anticorpo monoclonal anti-TGF-31)
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e a composicao do anticorpo do conjugado anticorpo-enzima (anticorpo monoclonal
anti-TGF-B1).
A concentracdo de TGF-B1 de cada amostra foi obtida interpolando-se a

absorbancia lida em uma curva de calibragéo, conforme orientacéo do fabricante.

4.4.1.3 ELISA para adeterminacao dos receptores soluveis do TNF-a

A determinacdo das concentracdes plasmaticas de sSTNF-R1 e de sTNF-R2
foi realizada pelo método de imunoensaio quantitativo enzimatico do tipo sanduiche,
de acordo com as instrucbes do fabricante (DuoSet, R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, MN).

4.4.1.3.1 Sensibilizac&o e bloqueio da microplaca

Microplacas de poliestireno foram sensibilizadas com 100uL/pogo de
anticorpo monoclonal de captura previamente diluido. A diluicdo do anticorpo de
captura foi realizada adicionando-se 55,5uL de anticorpo a 10,5mL de solugdo de
tampédo fosfato salino (PBS) 1x. A solucdo de PBS 1x contém cloreto de sodio
(NaCl) 137mM, cloreto de potassio (KCI) 2,7mM, fosfato de sdédio dibasico
(NazHPO,4) 8,1mM e fosfato monobasico de potassio (KH,PO,4) 1,5mM em agua
destilada.

Apoés incubacao a 4°C overnight, os anticorpos néo ligados foram removidos
por meio de 4 lavagens sucessivas. As lavagens foram realizadas utilizando-se, em
cada pocgo da placa, 300uL de solugdo de PBS 1x contendo 0,1% de Tween 20
(PBS/Tween).

Em seguida a lavagem, foi feito o bloqueio adicionando a cada poco da
microplaca 200uL de solugédo de bloqueio contendo 1% de albumina sérica bovina
(BSA) diluida em PBS 1x (PBS/BSA 1%) e, posteriormente, incubacdo por 2 horas a
temperatura ambiente. Apds a incubacao, a solucdo de bloqueio foi desprezada e a

microplaca foi submetida a 4 lavagens com PBS/Tween.
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4.4.1.3.2 Realizacdo do ensaio

As amostras de plasma foram diluidas 10 vezes com solugdo de PBS 1x
contendo 0,1% de BSA (PBS/BSA 0,1%) antes de iniciar o ensaio. Os padrbes foram
reconstituidos conforme instrugcdes do fabricante, obtendo-se materiais com
concentragbes iguais a 30ng/mL (STNF-R1) e 80ng/mL (STNF-R2). Apls a
reconstituicdo, foram realizadas diluicbes seriadas 1:2 dos padrdes para que fossem
obtidos sete pontos de calibracdo, com concentracdes de nivel mais alto de
800pg/mL (sTNF-R1) e 1000pg/mL (sTNF-R2). Os padrbes diluidos foram
determinados em duplicata.

Em seguida, 100uL das amostras-teste ou dos padrées diluidos foram
adicionados a cada um dos pocos da microplaca, que ficou incubada a 4°C
overnight. Seguindo-se a incubagéo, foram realizadas lavagens sucessivas com o
objetivo de retirar os antigenos que ndo se ligaram ao anticorpo adsorvido na
microplaca. Cada um dos pocos da microplaca foi lavado 4 vezes com 300 uL de
PBS/Tween. A etapa subsequente do ensaio consistiu na adicdo de 100uL de
anticorpo de deteccdo biotinilado diluido a cada um dos pocos de reacdo e
incubacdo a temperatura ambiente por 2 horas. O anticorpo de deteccdo foi
preparado pela diluicdo de 55,5uL de anticorpo a 10,5mL de solucdo PBS/BSA
0,1%. Apo6s a incubacédo, foram realizadas 4 lavagens com PBS/Tween com o
objetivo de retirar os anticorpos de deteccdo que ndo se ligaram ao complexo
antigeno-anticorpo de captura adsorvido a microplaca. Para a revelacdo da reacao
foram adicionados a cada pogo da microplaca 100uL do conjugado estreptavidina-
horseradish peroxidase (HRP) diluido, seguida da incubacdo a temperatura
ambiente por 30 minutos. O conjugado estraptavidina-HRP foi preparado diluindo-se
50uL em 10,5mL de solugdo PBS/BSA 0,1%. Em seguida, 100uL do substrato
ortofenilenodiamina (OPD) foi adicionado a cada poco da microplaca, que foi
incubada a temperatura ambiente por 30 minutos e ao abrigo da luz. A reacéo
enzimatica foi interrompida pela adigdo de 50uL de acido sulfurico 1M. A intensidade
da cor produzida foi medida espectrofotometricamente em 490nm e era proporcional
a concentracado de sTNF-R1 ou sTNF-R2 no plasma.

A concentracdo de STNF-R1 ou sSTNF-R2 de cada amostra foi obtida
interpolando-se a absorbéncia lida em uma curva de calibragdo, conforme

orientacao do fabricante.
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4 .5 Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o programa SPSS
(versao 13.0).

A normalidade dos dados foi testada pelo método de Shapiro-Wilk.

A comparacao das variaveis continuas que apresentaram distribuicdo normal
foi feita pelo Teste T de Student (dois grupos) ou teste ANOVA seguida pelo teste
post-hoc Least square difference (LSD) (trés grupos). Os dados paramétricos foram
apresentados como média (desvio padrao).

A comparacao das variaveis continuas que nado apresentaram distribuicdo
normal foi feita pelo teste de Kruskal-Wallis. Quando foi detectada diferenga entre os
grupos, esses foram comparados dois a dois pelo método de Mann-Whitney,
seguido pela correcdo de Bonferroni. Os dados ndo paramétricos foram
apresentados como mediana (intervalo interquartil 25-75%).

A comparacéo das variaveis categoéricas foi feita pelo teste Qui-quadrado (x°)
de Pearson exato ou assintotico. As variaveis categoricas foram apresentadas como
numero absoluto (porcentagem).

O coeficiente de Spearman (r) foi utilizado para avaliar a existéncia de
correlacdo entre as varidveis continuas estudadas: caracteristicas clinicas,
parametros laboratoriais e niveis plasmaticos de sEng, TGF-1, STNF-R1 e STNF-
R2.

Para a andlise multivariada de regressao logistica, foram consideradas como
variaveis independentes 0s seguintes parametros: ganho de peso na gestacao,
numero de primigestas e niveis plasmaticos de seng, STNF-R1 e sTNF-R2. Foram
elaborados trés modelos, considerando como variaveis dependentes: gestantes com
PE X gestantes normotensas, PE precoce X PE tardia e PE grave x PE leve.

Primeiramente foi realizada uma andlise univariada com cada variavel
independente, em cada modelo. Aqueles parametros cuja associacdo com a variavel
dependente apresentou significancia <0,20 foram incluidos na analise multivariada.
O modelo final foi fixado quando todas as varidveis atingiram um valor de
significancia <0,05 e uma adequacao medida pelo Teste de Hosmer and Lemeshow.

Um valor de p=<0,05 foi considerado estatisticamente significativo em todos os

testes.
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5.1 Caracteristicas clinicas dos grupos avaliados
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Os dados das participantes dos trés grupos foram obtidos durante a entrevista

para preenchimento da ficha clinica. As caracteristicas clinicas das participantes dos

grupos Il (gestantes normotensas) e Il (gestantes com PE) também foram obtidas

nos prontuérios médicos e no cartdo de pré-natal.

As caracteristicas clinicas das participantes dos trés grupos avaliados neste

estudo estédo apresentadas na TABELA 1.

TABELA 1
Caracteristicas clinicas das participantes do estudo

Grupo | Grupo Grupo Il 1 2 3 4

(n=23) (n=21) (n=43) P P P P
Idade (anos)” 24 24 26
DP/IQ (25-75%) (23-29) (19-27) (22-30) - - - 0,448
(n) , (23) (21) (43)
IMC (Kg/m?)® 21,6 22,5 23,4
DP/IQ (25-75%) (2,8) (3,7) (2,9) - - - 0,345
(n) (23) (21) (42)
GPG (Kg)" 10,2 13,5
DP/IQ (25-75%) n.a. (7,8-12,6) | (9,4-22,1) - - 0,024+ -
(n) (20) (42)
IG (sem.)" 35 34
DP/IQ (25-75%) n.a. (31-39) (32-37) - - 0,667 -
(n) (21) (43)
Primigestas” 5 24
(%) n.a. (24) (56) - - 0,016* -
(n) (21) (43)
PA sist. (mmHg)"® 110 110 160
DP/IQ (25-75%) (110-120) | (100-110) | (150-172) | 0,024* | <0,001** | <0,001** | <0,001**
(n) (23) (21) (43)
PA diast. (mmHg)”" 70 70 107
DP/IQ (25-75%) (60-80) (70-70) | (100-116) | 0,445 | <0,001* | <0,001** | <0,001**
(n) (23) (21) (43)

IMC: indice de massa corporal (antes da gestagdo para os grupos Il e Ill); GPG: ganho de peso na
gestacdo; IG: idade gestacional; sem: semanas; PA: pressdo arterial; sist.: sistélica; diast.: diastdlica;

n.a.:nao se aplica.

Grupo I: Mulheres ndo gestantes; Grupo Il: Gestantes hormotensas; Grupo Ill: Gestantes com PE.

A0Os dados ndo paramétricos sdo apresentados como mediana (intervalo interquartil 25-75%) (Kruskal-
Wallis/Mann-Whitney/Correcéo de Bonferroni). °0Os dados paramétricos sédo apresentados como média
(desvio padrdo) (ANOVA/LSD/Teste t-Student). “As varidveis categdricas sdo apresentadas como
niimero absoluto (porcentagem) (Teste x°de Pearson). *p<0,05.**p<0,017 (Correcéo de Bonferroni).

p*: grupo | x grupo II; p>: grupo | x grupo III; p* grupo Il x grupo I1I; p*: grupo | x grupo Il x grupo Il

A comparacao da idade (p=0,448) e do indice de massa corporal (p=0,345)

das integrantes dos trés grupos revelou que ndo houve diferenca significativa entre

os valores observados.
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A idade gestacional n&do diferiu significativamente comparando-se os grupos Il
e lll (p=0,667). Entretanto, o ganho de peso na gestacdo (p=0,024) e o numero de
primigestas (p=0,016) foram significativamente superiores no grupo Il quando
comparados ao grupo |I.

Os valores da pressdo arterial sistdlica e diastolica foram diferentes
comparando-se 0s trés grupos avaliados, sendo maior no grupo lll em relacdo aos
demais grupos (todos os valores de p<0,001). N&o foi observada diferenca
estatisticamente significativa ao comparar os valores da pressédo arterial diastélica
(p=0,445) entre os grupos | e Il. A pressao arterial sistélica foi maior no grupo | em
relac@o ao grupo Il (p=0,024), no entanto a significancia estatistica ndo foi alcancada
apos a correcdo de Bonferroni e as medianas dos valores estavam dentro da
normalidade.

As 43 pacientes pré-eclampticas foram distribuidas em dois subgrupos de
acordo com a idade gestational na qual surgiram os sintomas, sendo 19 (44%) com
a forma precoce e 24 (56%) com a forma tardia (TABELA 2).

TABELA 2
Caracteristicas clinicas das gestantes com PE precoce (n=19) e PE tardia (n=24)
PE precoce PE tardia p
Idade (anos)” 27 27
DP/IQ (25-75%) (7) (5) 0,632
(n) (19) (24)
IMC antes da gestacdo (Kg/m?)”" 23,6 23,3
DP/IQ (25-75%) 2,7 (3,1) 0,956
(n) (19) (23)
GPG (Kg)°® 12,0 16,4
DP/IQ (25-75%) (7,0-16,5) (11,6-16,4) 0,061
(n) (19) (23)
IG (sem.)® 31 37
DP/IQ (25-75%) (30-32) (35-38) <0,001*
(n) (19) (24)
Primigestas” 11 13
(%) (58) (54) 0,807
(n) (19) (24)
PA sist. (mmHg)® 170 160
DP/IQ (25-75%) (160-180) (140-170) 0,027+
(n) (19) (24)
PA diast. (mmHg)® 110 100
DP/IQ (25-75%) (100-120) (100-110) 0,205
(n) 19) (24)

IMC: Indice de massa corporal; GPG: ganho de peso na gestacdo; IG: idade gestacional; sem:
semanas; PA: pressao arterial; sist.: sistdlica; diast.: diastdlica.

A0s dados paramétricos s&o apresentados como média (desvio padréo) (Teste t-Student).?Os dados
ndo paramétricos sdo apresentados como mediana (intervalo interquartil 25-75%) (Mann-Whitney).
“As variaveis categoricas sdo apresentadas como numero absoluto (porcentagem) (Teste x* de
Pearson). *p=<0,05.
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As gestantes com PE foram, ainda, distribuida em outros dois subgrupos, com

relacdo a gravidade da doenca, sendo 12 (28%) com a forma leve e 31 (72%) com a

forma grave da doenga (TABELA 3).

TABELA 3
Caracteristicas clinicas das gestantes com PE leve (n=12) e PE grave (n=31)
PE leve PE grave p
Idade (anos)” 25 26
DP/IQ (25-75%) (21-29) (21-32) 0,621
(n) (12) (31)
IMC antes da gestacdo (Kg/m®)® 23,7 23,0
DP/IQ (25-75%) (2,7) (3,0) 0,470
(n) (12) (30)
GPG (Kg)* 16,0 12,8
DP/IQ (25-75%) (9,6-21,3) (8,6-22,5) 0,071
(n) (12) (30)
IG (sem.)” 37 33
DP/IQ (25-75%) (34-38) (31-36) 0,104
(n) (12) (31)
Primigestas” 7 17
(%) (58) (55) 0,053
(n) (12) (31)
PA sist. (mmHg)”" 143 170
DP/IQ (25-75%) (140-150) (160-180) <0,001*
(n) (12) (31)
PA diast. (mmHg)" 100 110
DP/IQ (25-75%) (96-100) (100-120) <0,001*
(n) (12) (31)

IMC: Indice de massa corporal; GPG: ganho de peso na gestacdo; IG: idade gestacional; sem:
semanas; PA: pressao arterial; sist.: sistdlica; diast.: diastdlica.

*Os dados ndo paramétricos sdo apresentados como mediana (intervalo interquartil 25-75%) (Mann-
Whitney). ®Os dados paramétricos sdo apresentados como média (desvio padréo) (Teste t-Student).
CAs variaveis categéricas sdo apresentadas como nimero absoluto (porcentagem) (Teste x° de
Pearson). *p<0,05.

Dentre as gestantes com PE precoce, 17 (90%) apresentavam a forma grave
da doenca, em contraste com 14 (58%) daquelas com PE tardia.

N&o foram observadas diferencas significativas em relacéo a idade (p=0,632),
ao indice de massa corporal antes da gestacdo (p=0,956), ao ganho de peso
durante a gestacdo (p=0,061) e ao numero de primigestas (p=0,807) entre as
gestantes com PE precoce e tardia.

Conforme esperado, as gestantes com PE precoce apresentaram idade
gestacional inferior no momento da coleta de sangue em comparacao as gestantes
com PE tardia (p<0,001).

A pressdo arterial sistdlica foi significativamente superior no grupo de

gestantes com PE precoce quando comparado as gestantes com PE tardia
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(p=0,027), enquanto a pressao arterial diastolica ndo diferiu entre esses dois
subgrupos (p=0,205).

A idade (p=0,621), o indice de massa corporal antes da gestacao (p=0,470), o
ganho de peso na gestacéo (p=0,071) e a idade gestacional (0,104) ndo diferiram
significativamente ao se comparar os subgrupos de gestantes com PE leve e grave.
Por outro lado, os valores de pressao arterial sistélica (p<0,001) e diastdlica
(p<0,001) foram superiores nas gestantes com a forma grave da doenca, como
esperado. As gestantes com PE leve também apresentaram maior nimero de
primigestas em comparacao as gestantes com a forma grave da doenca (p=0,053),
embora essa diferenca ndo tenha sido estatisticamente significativa.

Com relacdo a sintomatologia clinica, 30 gestantes (70%) com PE relataram
sintomas, incluindo cefaleia em 29 gestantes (97%), escotoma em 10 (33%),
epigastralgia em 5 (17%) e reflexo patelar aumentado em 1 (3%). A presenca de
edema foi observada, em graus variados, em 22 gestantes (51%) com PE.

A gravidez gemelar foi observada em 3 gestantes (7%) com PE, enquanto no
grupo de gestantes normotensas ndo houve nenhum caso.

Duas pacientes com PE grave tardia evoluiram para sindrome HELLP e
nenhuma evoluiu para eclampsia.

A terapia anti-hipertensiva utilizada em 32 gestantes (74%) com PE incluiu
nifedipina em 25 gestantes (78%), metildopa em 15 gestantes (47%) e hidralazina
em 3 gestantes (9%). Dentre as gestantes que fizeram uso de terapia anti-
hipertensiva, 12 (38%) utilizaram mais de um anti-hipertensivo simultaneamente.
Para a prevencao das crises convulsivas foi administrado sulfato de magnésio em 14
gestantes (33%) e para induzir a maturacédo pulmonar do feto, visando a interrupcao
da gestacdo, foi administrado betametasona ou dexametasona a 17 gestantes
(40%). Em 13 (30%) gestantes com PE foi administrado paracetamol ou dipirona
como analgésico, 7 (16%) misoprostol para induzir o parto e 6 (14%) hioscina como
antiespasmadico.

Onze (52%) gestantes normotensas relataram o uso de um ou mais
medicamentos. Dentre essas gestantes, 10 (91%) utilizaram sulfato ferroso ou acido
félico, 2 (18%) dipirona ou paracetamol e 1 (9%) escopolamina.

Onze (48%) mulheres ndo gestantes relataram o uso de um ou mais
medicamentos. Dentre essas mulheres, 11 (100%) utilizaram anticoncepcional oral

ou injetavel e 1 (9%) timolol, para o tratamento de glaucoma.
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5.2 Avaliagéo dos parametros laboratoriais das gestantes com PE

Os dados laboratoriais das gestantes com PE, obtidos a partir dos prontuarios

médicos, estao apresentados na TABELA 4.

TABELA 4
Parametros laboratoriais das gestantes com PE (grupo lll, n=43)
Parametros Média/Mediana | DP/IQ (25-75%) ImerVAalo-dle
referéncia

NGmero de heméacias x 10°/mL" 4.076 (n=38) 638 4.200 a 5.500
Hemoglobina (g/dL) " 11,5 (n=42) 2,5 12,0a 16,0
Hematécrito (%)" 35 (n=42) 7 37 a 47
NGmero de plaquetas x 10°/mL" 187 (n=42) 83 150 a 440
Contagem global de leuc6citos /mm®”|  10.077 (n=26) 3.479 4.300 a 10.000
AST (U/L)" 27 (n=42) 14 <31
ALT (U/L)® 19 (n=42) 9-27 <34
Acido Grico (mg/dL)" 5,9 (n=37) 1,3 2,6a6,0
LDH (U/L)® 406 (n=35) 336-522 200 a 480
Ureia (mg/dL)" 22 (n=32) 6 15 a 40
Creatinina (mg/dL) " 0,8 (n=35) 0,2 06all
Proteinuria (g/24hs)”® 3,25 (n=18) 2,48 <0,15
Proteinuria fita® n=35 - Negativa

Negativa 02 (5,7%) -

Positiva

1+ 01 (2,9%) -

2+ 01 (2,9%) -

3+ 16 (45,7%) -

4+ 15 (42,8%) -

AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotranferase; LDH: lactato desidrogenase.

"Os dados paramétricos sdo apresentados como média, desvio padrdo (DP). “Os dados n&o
paramétricos sdo apresentados como mediana, intervalo interquartil (IQ) 25-75%. “As variaveis
categoricas sdo apresentadas como nimero absoluto (porcentagem).

'BURTIS; ASHWOOD; BRUNS, 2008; WINTROBE, 1981. Esse intervalo de referéncia leva em
consideragdo uma populacéo de individuos saudaveis e ndo somente gestantes saudaveis.

A analise da TABELA 4 mostra que as médias da contagem de hemécias,
dos niveis de hemoglobina e do hematdcrito estavam abaixo da faixa de referéncia,
enquanto as médias da contagem global de leucocitos e a proteindria estavam
acima. Embora a média e mediana dos demais parametros laboratoriais estivessem
dentro da faixa de referéncia, 14 gestantes (40%) com PE apresentaram niveis
aumentados de LDH, 13 (35%) de acido urico, 10 (24%) de AST, 3 (14%) de ureia, 3
(7%) de ALT e 2 (6%) de creatinina. Oito gestantes (19%) com PE apresentaram
plaquetopenia.

Os parametros laboratoriais dos subgrupos de gestantes, de acordo com a

idade gestacional na qual surgiram os sintomas estédo apresentados na TABELA 5.
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TABELA S5
Parametros laboratoriais das gestantes com PE precoce (n=19) e PE tardia (n=24)
Parédmetros PE precoce PE tardia p

Namero de hemécias x 10°/mL" 4.290 3.920 0,601
DP/IQ (25-75%) (3.740-4.480) (3.695-4.495)
(n) (17) (21)
Hemoglobina (g/dL) " 11,3 11,6 0,809
DP/IQ (25-75%) (3,1) (2,2)
(n) (19) (23)
Hematécrito (%)° 34 35 0,914
DP/IQ (25-75%) (8) (6)
(n) (19) (23)
Namero de plaquetas x 10°/mL" 243 156 0,221
DP/IQ (25-75%) (73) (74)
(n) (19) (23)
Contagem global de leucécitos /mm®® 10.520 9.831 0,358
DP/IQ (25-75%) (4.061) (3.352)
(n) (10) (16)
AST (UIL)® 25 29 0,785
DP/IQ (25-75%) 9) a7)
(n) (19) (23)
ALT (U/L)"® 19 21 0,589
DP/IQ (25-75%) (7) (18)
(n) (19) (23)
Acido urico (mg/dL)® 5,6 6,1 0,532
DP/IQ (25-75%) (1,2) (1,4)
(n) (17) (20)
LDH (UL)® 359 538 0,344
DP/IQ (25-75%) (86) (374)
(n) 17) (18)
Ureia (mg/dL)® 23 21 0,073
DP/IQ (25-75%) 3 @)
(n) (14) (18)
Creatinina (mg/dL) " 0,8 0,7 0,257
DP/IQ (25-75%) (0,6-1,0) (0,6-0,8)
(n) (16) (19)
Proteinuria fita” n=14 n=21 0,551

Negativa 1(7,1%) 1 (4,8%)

Positiva

1+ 0 (0,0%) 1 (4,8%)

2+ 0 (0,0%) 1 (4,8%)

3+ 5 (35,8%) 11 (52,4%)

4+ 8 (57,1%) 7 (33,2%)

AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotranferase; LDH: lactato desidrogenase.

A0s dados ndo paramétricos sdo apresentados como mediana (intervalo interquartil 25-75%) (Mann-
Whitney). ®Os dados paramétricos sdo apresentados como média (desvio padréo) (Teste t-Student).
“As variaveis categdricas sdo apresentadas como nimero absoluto (porcentagem) (Teste x° de

Pearson). *p=<0,05.

Para todos os parametros laboratoriais foram obtidos valores similares nos

subgrupos PE precoce e PE tardia.

Os parametros laboratoriais dos subgrupos do grupo de gestantes, de acordo

com a gravidade da doenca estdo apresentados na TABELA 6.
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TABELA 6
Parametros laboratoriais das gestantes com PE leve (n=12) e PE grave (n=31)
Parédmetros PE leve PE grave p

Numero de hemécias x 10°/mL" 4.522 3.828 0,238
DP/IQ (25-75%) (510) (581)
(n) (8) (30)
Hemoglobina (g/dL)"® 12,8 10,8 0,075
DP/IQ (25-75%) 2,1) (2,4)
(n) (11) (31)
Hematocrito (%)° 37 33 0,281
DP/IQ (25-75%) (6) @)
(n) (11) (31)
Numero de plaquetas x 10°/mL"” 233 162 0,858
DP/IQ (25-75%) (71) (81)
(n) (11) (31)
Contagem global de leucécitos /mm®® 9.836 10.211 0,793
DP/IQ (25-75%) (4.014) (3.340)
(n) (8) (18)
AST (U/L)" 21 31 0,120
DP/IQ (25-75%) (6) 17)
(n) (12) (30)
ALT (U/L)" 14 19 0,040*
DP/IQ (25-75%) (9-25) (8-21)
(n) (12) (30)
Acido urico (mg/dL)® 5,8 6,0 0,702
DP/IQ (25-75%) (1,7) (1,2)
(n) (11) (26)
LDH (U/L)" 407 353 0,903
DP/IQ (25-75%) (255-476) (326-664)
(n) (12) (23)
Ureia (mg/dL)® 21 23 0,273
DP/IQ (25-75%) (4) (6)
(n) (11) (21)
Creatinina (mg/dL) " 0,6 0,9 0,100
DP/IQ (25-75%) (0,1) 0,2)
(n) (11) (24)
Proteindria fita” n=11 n=24 0,173

Negativa 1(9,1%) 1 (4,2%)

Positiva 0 (0,0%)

1+ 1 (9,1%)

2+ 0 (0,0%) 1 (4,2%)

3+ 7 (63,6%) 9 (37,5%)

4+ 2 (18,2%) 13 (54,1%)

AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotranferase; LDH: lactato desidrogenase.

A0s dados paramétricos sdo apresentados como média (desvio padréo) (Teste t-Student). ®°Os dados
nao paramétricos sao apresentados como mediana (intervalo interquartil 25-75%) (Mann-Whitney).
“As variaveis categdricas sdo apresentadas como nimero absoluto (porcentagem) (Teste x° de

Pearson). *p=<0,05.

A atividade da enzima ALT foi superior no grupo de gestantes com PE grave

em relacdo ao grupo com PE leve (p=0,040), embora estivesse dentro da faixa de

referéncia. Os demais parametros laboratoriais ndo diferiram significativamente entre

esses subgrupos.
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A andlise estatistica dos resultados de proteinuria de 24 horas néo foi feita,

devido ao pequeno tamanho amostral de cada subgrupo.

5.3 Avaliacéo de seng, TGF-B1 e dos receptores soluveis do TNF-a

A TABELA 7 mostra os resultados de séng, TGF-f1, sTNF-R1 e sTNF-R2
obtidos para as mulheres néo gestantes (grupo 1), gestantes normotensas (grupo Il)

e gestantes com PE (grupo III).

TABELA 7
Niveis plasméticos de seng, TGF-B1, sTNF-R1 e sTNF-R2 em mulheres néo gestantes,

gestantes normotensas e gestantes com PE

Grupo | Grupo Grupo Il 1 2 3 4

(n=21) (n=23) (n=43) P P P P
SEng
(ng/mL)* 4,45 7,81 29,34
DP/IQ (25-75%) | (3,94-5,10) | (4,78-9,42) (16,76- <0,001** | <0,001** | <0,001** | <0,001**
(n) (20) (20) 55,29)

(37

TGF-B1
(pg/mL)* 245 243 238 ) ) ) 0.328
DP/IQ (25-75%) | (225-268) (220-311) (223-252) :
(n) (20) (19) (36)
STNF-R1
(pg/mL)* 1.909 3.028 3.479
DP/IQ (25-75%) (1.649- (2.468- (3.182-4.339) | <0,001** | <0,001** | 0,014** | <0,001**
(n) 2.182) 3.606) (40)

(20) (20)
STNF-R2
(pg/mL) 6.508 8.931 8.698 " " "
DP/IQ (25-75%) |  (1.241) (1.277) (Le02) | <0.001* | 0,001 1 0,151 1 <0,001
(n) (20) (20) (40)

sEng: endoglina soltvel; TGF-B1: fator de crescimento transformante beta-1; sTNF-R1: receptor soluvel 1
do fator de necrose tumoral alfa; STNF-R2: receptor soltvel 2 do fator de necrose tumoral alfa.

Grupo I: Mulheres nao gestantes; Grupo Il: Gestantes hormotensas; Grupo lll: Gestantes com PE.

AOs dados ndo paramétricos sdo apresentados como mediana (intervalo interquartil 25-75%) (Kruskal-
Wallis/Mann-Whitney/Correcdo de Bonferroni). BOs dados paramétricos sdo apresentados como média
(desvio padrédo) (ANOVA/LSD/Teste t-Student). *p<0,05. **p<0,017.

pl: grupo | x grupo ll; p2: grupo | x grupo lll; p3: grupo Il x grupo lll; p4: grupo | x grupo Il x grupo IlI.

As gestantes com PE mostraram niveis aumentados de sEng (p<0,001) e

STNF-R1 (p=0,014) em relacdo as gestantes normotensas. No entanto, 0s niveis de
STNF-R2 foram similares entre esses dois grupos (p=0,151). As gestantes
normotensas apresentaram niveis mais elevados de seng (p<0,001), e de ambos o0s
receptores sollveis do TNF-a (todos os valores de p<0,001) comparando as
ndo diferiram

mulheres nédo gestantes. Os niveis plasmaticos de TGF-1

significativamente entre os trés grupos avaliados (p=0,328).
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Os niveis plasmaticos de seng, TGF-B1, STNF-R1 e sTNF-R2 nos subgrupos

PE precoce e PE tardia estdo apresentados na TABELA 8.

TABELA 8

Niveis plasmaticos de seng, TGF-B1, sTNF-R1 e sTNF-R2 em gestantes com PE de
acordo com a idade gestacional na qual surgiram os sintomas da doenca

PE precoce PE tardia p

sEng (ng/mL)" 44,59 22,19

DP/IQ (25-75%) (21,29-60,19) (13,44-48,19) 0,077
(n) (14) (23)

TGF-B1 (pg/mL)°® 236 238

DP/IQ (25-75%) (16) (27) 0,928
(n) (15) (21)

sTNF-R1 (pg/mL)"* 3.295 3.830

DP/IQ (25-75%) (2.949-3.638) (3.238-4.693) 0,004*
(n) (18) (22)

STNF-R2 (pg/mL)® 7.673 9.249

DP/IQ (25-75%) (1.460) (1.467) 0,003*
(n) (18) (22)

sEng: endoglina soluvel; TGF-B1: fator de crescimento transformante beta-1; sTNF-R1: receptor
soluvel 1 do fator de necrose tumoral alfa; STNF-R2: receptor solGvel 2 do fator de necrose tumoral
alfa.

A0Os dados n&o paramétricos séo apresentados como mediana (intervalo interquartil 25-75%) (Mann-
Whitney). ®Os dados paramétricos séo apresentados como média (desvio padréo) (Teste t-Student).
*p=0,05.

As gestantes com PE tardia apresentaram niveis aumentados de ambos o0s
receptores soluveis do TNF-a em relagdo as gestantes com PE precoce (sTNF-R1.:
p=0,004; sTNF-R2: p=0,003). Em contraste, o subgrupo PE precoce apresentou
maiores concentracdes de sEng em comparacao ao subgrupo PE tardia, porém as
diferencas nédo foram estatisticamente significativas (p=0,077). Nao houve diferencas
significativas nos niveis TGF-B1 comparando-se esses dois subgrupos (p=0,928).

Os niveis plasmaticos de seng, TGF-B1, sTNF-R1 e sTNF-R2 em gestantes

com PE de acordo com a gravidade da doenca estdo apresentados na TABELA 9.
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TABELA 9
Niveis plasmaticos de seng, TGF-B1, sTNF-R1 e sTNF-R2 em gestantes com PE de
acordo com a gravidade da doenga

PE leve PE grave p

sEng (ng/mL)" 17,26 44,59

DP/IQ (25-75%) (11,74-24,53) (19,01-60,49) 0,005*
(n) (12) (25)

TGF-B1 (pg/mL)® 250 237

DP/IQ (25-75%) (37) (14) 0,110
(n) (10) (26)

STNF-R1 (pg/mL)" 3.281 3.609

DP/IQ (25-75%) (3.147-4.229) (3.280-5.182) 0,723
(n) (12) (28)

STNF-R2 (pg/mL)® 8.551 7.987

DP/IQ (25-75%) (864) (2.314) 0,421
(n) (12) (28)

sEng: endoglina solavel; TGF-B1: fator de crescimento transformante-beta 1; sTNF-R1: receptor
soluvel 1 do fator de necrose tumoral alfa; STNF-R2: receptor solGvel 2 do fator de necrose tumoral
alfa.

A0s dados n&o paramétricos sdo apresentados como mediana (intervalo interquartil 25-75%) (Mann-
Whitney). ®Os dados paramétricos s&o apresentados como média (desvio padréo) (Teste t-Student).
*p=<0,05.

Somente os niveis plasmaticos de seng foram significativamente aumentados
nas gestantes com PE grave quando comparadas as gestantes com a forma leve da
doenca (p=0,005).

A FIGURA 6 ilustra os niveis plasmaticos seng (A), TGF-B1 (B), STNF-R1 (C)

e STNF-R2 (D) nos trés grupos de mulheres avaliados.
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FIGURA 6 — Niveis plasmaticos de seng (A), TGF-B1 (B), sTNF-R1 (C) e sSTNF-R2 (D)
em mulheres ndo gestantes (grupo |), gestantes normotensas (grupo Il) e gestantes

com PE (grupo lll). As barras horizontais representem a mediana dos niveis de sEng,
TGF-B1, sTNF-R1 e a média dos niveis de sTNF-R2. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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A FIGURA 7 mostra os niveis de seng (A), TGF-B1 (B), sSTNF-R1 (C) e STNF-

R2 (D) em gestantes com PE precoce e tardia.
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FIGURA 7 — Niveis plasmaticos de seng (A), TGF-B1 (B), sTNF-R1 (C) e sSTNF-R2 (D)
em gestantes com PE precoce e tardia. As barras horizontais representem a mediana
dos niveis de seng e sTNF-R1 e a média dos niveis de TGF-1 e sTNF-R2. **p<0,01.
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A FIGURA 8 mostra os niveis plasmaticos de seng (A), TGF-f1 (B), sTNF-R1

(C) e sSTNF-R2 (D) em gestantes com PE leve e grave.
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FIGURA 8 — Niveis plasmaticos de seng (A), TGF-B1 (B), sTNF-R1 (C) e sSTNF-R2 (D)
em gestantes com PE leve e grave. As barras horizontais representem a mediana dos
niveis de seng e sTNF-R1 e a média dos niveis de TGF-B1 e sTNF-R2. **p<0,01.
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5.4 Correlagdes entre sEng, TGF-Bl, sTNF-R1 e sTNF-R2 em gestantes
normotensas e em gestantes com PE

Foram feitas analises de correlacdo a fim de estabelecer a associa¢cédo entre
os fatores plasmaticos dosados neste estudo. Os niveis plasmaticos de sTNF-R1 e
de sTNF-R2 correlacionaram-se positivamente tanto em gestantes normotensas
(grupo 1) (r=0,461, p=0,041), quanto em gestantes com PE (grupo Ill) (r=0,497,
p=0,001) (TABELA 10). Nenhuma outra correlacéo estatisticamente significativa foi

detectada nesses grupos de gestantes, separadamente.

TABELA 10
Correlagdes entre os niveis plasméaticos de seng, TGF-B1, sTNF-R1 e STNF-R2 em
estantes normotensas e com PE

Grupo Il Grupo lll
r p r p
sEng vs. TGF-B1 -0,259 0,300 -0,060 0,755
SEng vs. STNF-R1 0,272 0,260 0,012 0,945
SEng vs. STNF-R2 0,056 0,819 -0,070 0,694
STNF-R1 vs. TGF-B1 -0,257 0,288 -0,045 0,794
STNF-R2 vs. TGF-B1 0,147 0,550 -0,163 0,342
STNF-R1 vs. sTNF-R2 0,461 0,041* 0,497 0,001*

sEng: endoglina soltvel;, TGF-B1: fator de crescimento transformante beta-1; sTNF-R1: receptor
soltvel 1 do fator de necrose tumoral alfa; sSTNF-R2: receptor soluvel 2 do fator de necrose tumoral
alfa.

Grupo II: Gestantes normotensas; grupo lll: Gestantes com PE.

VvS.: versus; r: coeficiente de correlacao de Spearman. *p<0,05

A FIGURA 9 ilustra as correlacdes entre os niveis plasmaticos de sTNF-R1 e

STNF-R2 em gestantes normotensas (grupo II) (A) e com PE (grupo IIl) (B).
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FIGURA 9 — Correlag8es entre os niveis de sTNF-R1 e sTNF-R2 em gestantes
normotensas (grupo Il) (A) e com PE (grupo lll) (B).
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5.5 Correlagdes entre seng, TGF-B1, sTNF-R1, sTNF-R2 e as caracteristicas
clinicas das gestantes normotensas e com PE

Na TABELA 11 estdo representadas as correlagcbes entre o0s niveis
plasméticos de seEng, TGF-B1, sTNF-R1, sSTNF-R2 e as caracteristicas clinicas das
gestantes normotensas (grupo 1) e com PE (grupo lll). Os valores de IMC antes da
gestacdo nado foram considerados nessas andlises, pois a obesidade foi um critério
de excluséo adotado neste estudo.

TABELA 11
Correlacdes entre os niveis plasmaticos de seng, STNF-R1 e sTNF-R2 e as
caracteristicas clinicas das gestantes normotensas e com PE

Grupo Il Grupo Il

r p r p
sEng
vs. idade 0,271 0,247 0,067 0,694
vs. GPG 0,345 0,148 -0,204 0,232
vs. IG 0,627 0,003* -0,373 0,023*
vs. PA sist. 0,156 0,512 0,374 0,022*
vs. PA diast. 0,048 0,842 0,188 0,265
TGF-p1
vs. idade 0,171 0,485 0,074 0,667
vs. GPG -0,089 0,725 -0,293 0,087
vs. IG -0,124 0,613 -0,029 0,866
vs. PA sist. 0,079 0,749 -0,197 0,250
vs. PA diast. 0,058 0,813 -0,209 0,221
STNF-R1
vs. idade -0,357 0,123 0,024 0,882
vs. GPG 0,193 0,430 0,279 0,086
vs. IG 0,399 0,081 0,451 0,004*
vs. PA sist. 0,401 0,079 -0,111 0,494
vs. PA diast. 0,139 0,560 0,027 0,870
STNF-R2
vs. idade -0,345 0,136 0,307 0,054
vs. GPG 0,208 0,392 0,452 0,004*
vs. IG 0,315 0,177 0,594 <0,001*
vs. PA sist. 0,336 0,148 0,027 0,870
vs. PA diast. 0,058 0,809 0,006 0,968

sEng: endoglina sollvel; GPG: ganho de peso na gestacdo; IG: idade gestational; PA: presséo
arterial; sist.: sistélica; diast.: diastélica;TGF-B1: fator de crescimento transformante beta-1; STNF-R1:
receptor soltvel 1 do fator de necrose tumoral alfa; sSTNF-R2: receptor solivel 2 do fator de necrose
tumoral alfa.

Grupo II: Gestantes normotensas; grupo lll: Gestantes com PE.

vs.: versus; r: coeficiente de correlacdo de Spearman.*p<0,05.

A concentracdo de sEng na PE correlacionou-se de forma negativa com a

idade gestacional (r=-0,373, p=0,023), enquanto uma relacéo inversa foi observada
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na gestacdo normotensa (r=0,627, p=0,003). As concentracBes plasméaticas de
STNF-R1 (r=0,451, p=0,004) e sTNF-R2 (r=0,594, p<0,001) elevaram-se em funcao
da idade gestacional, porém somente nas gestantes com PE.

Os niveis de sEng apresentaram uma correlacdo positiva com a pressao
arterial sistdlica em gestantes com PE (r=0,374, p=0,022).

Houve uma correlagéo positiva entre os niveis de sTNF-R2 e o ganho de peso
na gestacdo com PE (r=0,452, p=0,004). Também foi observada uma correlacéo
positiva entre os niveis de sTNF-R2 e a idade das gestantes com PE (r=0,307,
p=0,054), porém esse resultado ndo foi estatisticamente significativo.

Nenhuma correlagdo estatisticamente significativa foi detectada entre os
niveis de TGF-B1 e quaisquer caracteristicas clinicas analisadas nesses grupos de
gestantes.

As correlagfes estatisticamente significativas que foram encontradas entre 0s
niveis plasmaticos de seEng, sTNF-R1, STNF-R2 e as caracteristicas clinicas das
gestantes normotensas (grupo Il) e com PE (grupo IIl) estdo ilustradas nas
FIGURAS 10 e 11, respectivamente.

Grupo Il

sEng (ng/mL)

r=0.627
0 p=0.003
T T T T T 1

T T
26 28 30 32 34 36 38 40 42
idade gestacional (semanas)

FIGURA 10 - Correlacéo entre os niveis de sEng e a idade gestacional em
gestantes normotensas (grupo Il).
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FIGURA 11 - Correlacdes estatisticamente significativas entre os niveis de sEng,
sTNF-R1 e sTNF-R2 e as caracteristicas clinicas das gestantes com PE (grupo Ill). (A)
Correlagdes entre os niveis de seng, sTNF-R1 e sTNF-R2 e a idade gestacional. (B)
Correlagao entre os niveis de sEng e presséo arterial sist6lica. (C) Correlacéo entre

os niveis de sTNF-R2 e aanho de peso na aestacéao.
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5.6 Correlagcdes entre séEng, TGF-B1, sTNF-R1 e sTNF-R2 e os parametros
laboratoriais das gestantes com PE

Na TABELA 12 estdo representadas as correlacdes entre os niveis
plasméticos de seng, TGF-f1, sTNF-R1, sSTNF-R2 e os parametros laboratoriais das

gestantes com PE.

TABELA 12
Correlag8es entre os niveis plasmaticos de seng, sTNF-R1 e STNF-R2 e os parametros
laboratoriais das gestantes com PE

r p
sEng
vs. nimero de hemaécias -0,150 0,405
vs. hemoglobina -0,222 0,193
vs. hematécrito -0,181 0,201
vs. nimero de plaquetas 0,007 0,967
vs. contagem global de leucécitos -0,041 0,857
vs. AST 0,488 0,003*
vs. ALT 0,263 0,121
vs. &cido Urico 0,037 0,840
vs. LDH 0,166 0,381
Vs. ureia 0,061 0,757
vs. creatinina 0,506 0,004*
TGF-p1
vs. nimero de heméacias 0,107 0,560
vs. hemoglobina 0,125 0,470
vs. hematdcrito 0,097 0,580
vs. numero de plaquetas 0,124 0,522
vs. contagem global de leucécitos -0,076 0,742
vs. AST -0,179 0,304
vs. ALT 0,011 0,951
vs. &cido Urico -0,230 0,213
vs. LDH 0,108 0,578
Vs. ureia -0,274 0,176
vs. creatinina 0,124 0,522
sTNF-R1
vs. nimero de heméacias -0,173 0,321
vs. hemoglobina -0,149 0,365
vs. hematécrito -0,143 0,384
vs. nimero de plaquetas -0,239 0,143
vs. contagem global de leucécitos -0,347 0,097
vs. AST 0,296 0,067
vs. ALT -0,004 0,981
vs. acido Grico 0,105 0,547
vs. LDH 0,417 0,018*
vs. ureia -0,119 0,539

(cont.)
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(cont.)

VvS. creatinina 0,247 0,173
STNF-R2

vs. nimero de hemécias 0,108 0,538
vs. hemoglobina 0,142 0,390
vs. hematécrito 0,170 0,300
vs. nimero de plaquetas -0,053 0,747
vs. contagem global de leucécitos -0,314 0,136
vs. AST -0,076 0,645
vs. ALT -0,290 0,073
vs. acido Urico 0,010 0,953
vs. LDH -0,007 0,968
Vs. ureia -0,310 0,102
Vs. creatinina 0,036 0,846

sEng: endoglina sollvel; AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotranferase; LDH:
lactato desidrogenase; TGF-B1: fator de crescimento transformante beta-1; sTNF-R1: receptor sol(vel
1 do fator de necrose tumoral alfa; STNF-R2: receptor soltvel 2 do fator de necrose tumoral alfa.

vs.: versus; r: coeficiente de correlagdo de Spearman.*p=<0,05.

A concentracdo de sEng correlacionou-se positivamente com a atividade da
AST (r=0,488, p=0,003) e com os niveis de creatinina (r=0,506, p=0,004) em
gestantes com PE. Também foi observada uma correlacdo positiva entre os niveis
de sTNF-R1 e a atividade da LDH (r=0,417, p=0,018) nesse grupo de gestantes. Os
demais parametros laboratoriais ndo apresentaram associacdes estatisticamente
significativas com os fatores plasmaticos avaliados.

Na FIGURA 12 estdo representadas as correlacbes estatisticamente
significativas que foram detectadas entre os niveis plasmaticos de sEng, TGF-f31,

STNF-R1, sTNF-R2 e os parametros laboratoriais das gestantes com PE.
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FIGURA 12 — Correlac@es estatisticamente significativas entre os niveis de sEng,
STNF-R1 e sTNF-R2 e os parametros laboratoriais das gestantes com PE (grupo Ill).

5.7 Analise multivariada de regresséao logistica dos parametros clinicos e dos
fatores soluveis dosados

Primeiramente, considerou-se a gestacdo com PE e a gestacdo normotensa
como variaveis dependentes. O modelo final de regressao linear foi composto pelas

variaveis apresentadas na TABELA 13.

TABELA 13
Modelo de regresséao logistica considerando como variavel dependente a gestacéo
com PE e a gestacdo normotensa

Parametro p oD IC
Primigestas 0,038 0,091 0,009 - 0,871
sEng 0,002 0,669 0,522 - 0,859

GPG: ganho de peso na gestagao; seng: endoglina solluvel; OD: razdo de chances; IC: intervalo de
confianca. Hosmer and Lemeshow: 0,911.

De acordo com a TABELA 13, as variaveis primigesta e niveis plasmaticos de
sEng foram associados independentemente a presenca de PE quando comparado

as gestantes normotensas.



68

Em seguida, considerou-se como variavel dependente a ocorréncia de PE
precoce ou PE tardia. No entanto, nenhuma variavel analisada foi associada
independentemente a idade gestacional na qual surgiram os sintomas da PE, sendo
gue todas as variaveis apresentaram um valor de p>0,05 no modelo proposto.

Por fim, foram feitas andlises considerando como varidvel dependente a
ocorréncia de PE leve ou PE grave. O modelo final foi composto pela variavel
apresentada na TABELA 14.

TABELA 14
Modelo de regressao logistica considerando como variavel dependente a ocorréncia
de PE grave e PE leve

Parametro p OD IC

sEng 0,014 0,923 0,866 — 0,984

sEng: endoglina soluvel; OD: razdo de chances; IC: intervalo de confianca. Hosmer and Lemeshow:
0,199.

De acordo com a TABELA 14, somente a variavel sEng estd associada

independentemente a forma grave da PE.
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6 DISCUSSAO

6.1 Caracteristicas clinicas dos grupos avaliados

A idade, a idade gestacional e o IMC dos trés grupos foram pareados com o
objetivo de minimizar os fatores de confusao.

O ganho de peso na gestacao foi significativamente superior no grupo de
gestantes com PE quando comparado ao grupo de gestantes normotensas
(p=0,024). O aumento de peso de 500 g por semana ao longo da gestacdo é
considerado normal. Na PE, o ganho de peso geralmente é subito e devido,
principalmente, a retengcdo hidrica excessiva, que em alguns casos pode ser
evidenciado pelo edema (CUNNINGHAN, 2000). E importante salientar que o edema
nao € mais considerado um parametro diagnéstico da PE devido ao seu carater
inespecifico.

Houve maior frequéncia de primigestas no grupo de gestantes com PE em
relacdo ao de gestantes normotensas (p=0,016). A primiparidade também foi
associada independentemente a ocorréncia da PE. Estudos epidemiologicos
sugerem que a ma adaptacdo imune esteja envolvida na patogénese da PE e que
pouca exposicdo ao fluido seminal contribua para a intolerancia materna aos
antigenos paternos presentes na placenta. Confirmando esta assertiva, tem sido
visto que a PE ocorre mais frequentemente na primeira gestacéao, e quando ha uma
mudanca de parceiro, 0 risco retorna ao da primeira gravidez. Além disso, 0 uso de
camisinha e a inseminacdao artificial com espermatozoides doados sédo considerados
fatores de risco para o desenvolvimento de PE (SAITO, 2010;
TROGSTAD; MAGNUS; STOLTENBERG, 2011).

A frequéncia de primigestas neste estudo também foi superior no subgrupo de
gestantes com PE leve em comparacgdo ao de gestantes com PE grave (p=0,053), 0
gue nao era esperado, pois admite-se que gestantes com PE que ja tiveram mais de
uma gestacdo possivelmente toleram melhor os antigenos paternos e, com isso,
tendem a desenvolver a forma leve da doenca.

Trés gestantes com PE apresentaram gravidez gemelar, o que nao foi
constatado em nenhuma das gestantes normotensas. Sabe-se que gestantes com
gravidez multipla tém risco dois a trés vezes maior de desenvolver PE do que

aquelas com gestacdo Unica. Esse aumento do risco provavelmente esti
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relacionado ao volume aumentado da placenta nas gestacdes mdultiplas. Admite-se
gue a placenta desempenha um papel central na patogénese da PE, uma vez que
0s sinais e sintomas desaparecem apdés o0 parto e a sua retirada completa
(TROGSTAD; MAGNUS; STOLTENBERG, 2011).

No presente estudo, as gestantes normotensas apresentaram pressao arterial
sistélica inferior a das mulheres ndo gestantes (p=0,024), embora a significancia
estatistica ndo tenha sido alcancada apds a correcdo de Bonferroni, o que esta de
acordo com a literatura. A reducdo dos niveis pressoricos pode decorrer da
diminuicdo da resisténcia vascular sisttmica e do aumento do fluxo renal e da
filtracdo glomerular que sé@o observados fisiologicamente no terceiro trimestre de
gestacdo, periodo gestacional em que se encontravam as gestantes normotensas
(DELASCIO; LOPES, 1983; REISS et al.,1987). REISS et al. 1987 relataram em seu
estudo que gestantes normotensas exibiram um declinio da pressao arterial antes do
segundo trimestre, que se manteve ao longo da gestacdo, e um aumento
insignificante dessa foi detectado momentos antes do parto.

A pressdo arterial sistdlica das gestantes com PE de inicio precoce foi
superior a das gestantes com PE de inicio tardio (p=0,027), o que pode ser
explicado pelo fato do primeiro grupo (90%) ter apresentado frequéncia maior de

gestantes com a forma grave da doenca do que o segundo grupo (58%).

6.2 Parametros laboratoriais do grupo il

A monitorizagdo das gestantes com PE € usualmente realizada
laboratorialmente pela avaliacdo do hemograma e de testes bioquimicos de funcéo
hepatica (determinacdo da atividade das enzimas AST, ALT e LDH; niveis de
bilirrubinas total, direta e indireta) e de funcdo renal (proteinuria; niveis de acido
arico, creatinina e ureia) (BURTIS et al., 2008).

As médias das contagens de hemAcias (4.076 x 10%mL), dos niveis de
hemoglobina (11,5 g/dL) e dos valores do hematdcrito (35%) das gestantes com PE
estavam abaixo ou préximos ao limiar inferior do intervalo de referéncia (4.200 x
10%mL, 12,0 g/dL e 37%, respectivamente). A anemia, em geral causada por
caréncia nutricional, é frequentemente observada nas gestacdes e, principalmente,
na PE. A suplementacgéo da dieta com ferro e acido félico, é usualmente indicada ao

longo da gestacdo para prevenir a ocorréncia de anemia. Gestantes com anemia
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profunda tém um risco 3,6 vezes maior de desenvolver PE em relagdo as gestantes
sem anemia (ALI et al., 2011). Essa maior suscetibilidade pode ser explicada pela
deficiéncia de antioxidantes e de micronutrientes, como o célcio, o zinco e o
magnésio durante a gravidez de mulheres que desenvolvem PE (JAIN et al., 2010).
Entretanto, é preciso ter cautela ao interpretar os resultados de estudos que avaliam
a interferéncia da caréncia nutricional na PE, uma vez que n&o existe um consenso
acerca do beneficio da suplementacéo da dieta com antioxidantes e micronutrientes
na prevencao da PE (BEZERRA MAIA E HOLANDA MOURA et al., 2012).

As gestantes com PE, no presente estudo, apresentaram uma contagem
global de leucécitos (10.077 /mm®) um pouco acima do limiar superior do intervalo de
referéncia (10.000 /mm®. CANZONERI et al. (2009) relataram que a contagem
global de leucdcitos estava elevada nas gestantes com PE leve e significantemente
elevada naquelas com PE grave, em comparacdo as gestantes normotensas, no
entanto estas diferencas ndo foram encontradas no presente estudo. TERRONE et
al. (2000) relataram uma contagem global de leucdcitos ainda maior em gestantes
com sindrome HELLP. A leucocitose é considerada uma evidéncia de resposta
inflamatoria, que é leve na gestacdo normotensa e excessiva na PE (CANZONERI et
al., 2009; REDMAN; SACKS; SARGENT, 1999). Tem sido admitido que a reducao
da apoptose de neutrofilos relacionada ao aumento da resposta inflamatéria
contribua para a neutrofiia e a leucocitose observadas durante a gestacéo
normotensa e, de forma mais evidente, na PE (CANZONERI et al., 2009).

Um dos critérios de inclusdo das gestantes com PE neste estudo foi
proteinuria superior a 0,39/24 horas ou 21+ pelo método semi-quantitativo da fita em
amostra de urina isolada. Duas gestantes com PE apresentaram proteinuria de fita
negativa. No entanto, essas pacientes apresentaram resultado de proteinaria
superior a 0,3g/24hs alguns dias ap0s ter sido feito o exame de proteinuria de fita.
Desta forma, todas as gestantes incluidas neste trabalho apresentaram hipertenséo
e proteindria.

Na analise dos resultados dos subgrupos de gestantes com PE, classificadas
de acordo com a gravidade da doenca, foi observado que as gestantes com PE
grave apresentaram niveis aumentados de ALT em comparacdo aquelas com PE
leve (p=0,040), embora estivessem dentro da faixa de referéncia. A enzima ALT
catalisa a transferéncia do grupamento amino da alanina para o acido o-

cetoglutarico, produzindo acido piravico e acido glutamico. A ALT é considerada um
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marcador de lesdo hepética aguda, mas também se encontra elevada na pancreatite
e no infarto agudo do miocéardio, porém em menor intensidade (BURTIS et al., 2008).
Esse resultado sugere que a funcéo hepética pode estar significativamente alterada
em gestantes com a forma grave da PE. De fato, um dos desfechos da PE é a
sindrome HELLP, que cursa com hemdlise, alteracdo da funcéo hepética e elevacéo
das enzimas produzidas por esse 6rgdo, além da reducao do numero de plaquetas
circulantes. Embora na pratica clinica, esse desfecho possa ser evidenciado também
em gestantes com PE leve, o risco € maior naquelas com a forma grave da doenca
(ACOG, 2002).

As duas gestantes com PE grave de inicio tardio que evoluiram para a
sindrome HELLP apresentaram o0s seguintes resultados dos marcadores de
hemdlise e funcéo hepatica: LDH (ndo obtido, 1.393 U/L), AST (28 U/L, 63 U/L), ALT
(13 U/L, 59 U/L); e contagem de plaquetas (238 x 10° /mL, 32 x 10° /mL).
Considerando que o limiar superior de normalidade do LDH é 480 U/L, da AST é 31
U/L e da ALT é 34 U/L e que o limiar inferior de normalidade da contagem de
plaquetas é 150 x 10° /mL, somente uma paciente com diagnéstico de sindrome
HELLP apresentou as alteracdes laboratoriais esperadas durante a gestacdo. A
gestante com PE cujos exames laboratoriais ndo estavam alterados durante a

gestacéo foi diagnosticada com a sindrome ap0és o parto.

6.3 Fator de crescimento transformante beta-1 (TGF-B1) e endoglina soluvel
(sEng)

Em concordancia com estudos anteriores, 0os niveis plasmaticos de sEng
foram superiores nas gestantes normotensas em relacdo as mulheres nao gestantes
(p<0,001), sugerindo que a gravidez, por si s, esta associada a niveis superiores
desse fator anti-angiogénico (VENKATESHA et al., 2006; MASUYAMA et al., 2007).
O equilibrio na producdo de fatores angiogénicos € importante para o
desenvolvimento placentario, caso contrario, o estimulo exacerbado determinado
pelos fatores pré-angiogénicos produzidos pelo trofoblasto e células da interface
materno-fetal transformaria a placenta em um grande hemangioma (DE OLIVEIRA,
KARUMANCHI; SASS, 2010).

Além disso, a concentragdo de sEng aumentou em fungdo da idade

gestacional nas gestantes normotensas (p=0,003). Varios estudos relatam que a
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idade materna avancada esta associada, fisiologicamente, a niveis aumentados de
sEng, a niveis reduzidos de PIGF e a elevacdo do indice (sFltl+sEng)/PIGF
(CHAIWORAPONGSA et al., 2010; MASUYAMA et al., 2007; STAFF et al., 2009). A
placenta € uma das principais fontes de fatores anti-angiogénicos. Como o avancar
da idade gestacional, a placenta aumenta de tamanho, o que explicaria o pico de
fatores anti-angiogénicos ao final da gestacgao.

Um aumento dos niveis plasméaticos de sSEng nas gestantes com PE
comparando-se as gestantes normotensas (p<0.001) foi obtido no presente estudo,
0 que estd em concordancia com relatos prévios da literatura (KIM et al., 2009;
REDDY et al., 2009, VENKATESHA et al.,, 2006). Além disso, uma associacao
independente foi obtida entre os niveis de SEng e a ocorréncia da PE, confirmando o
aumento de seng na PE.

Uma correlagéo negativa entre os niveis SEng e a idade gestacional foi obtida
para as gestantes com PE (p=0,023), como relatado anteriormente por outros
pesquisadores (CHAIWORAPONGSA et al., 2010; KIM et al., 2009). A comparacao
dos niveis de seEng nos subgrupos de gestantes com PE, classificados de acordo
com a idade gestacional na qual surgiram os sintomas da doenca, revelou que o0s
niveis de seng foram superiores nas gestantes com PE precoce comparando-se
aquelas com PE tardia, embora essa diferenca ndo tenha sido estatisticamente
significativa.

Em concordancia com os resultados obtidos por KIM et al. (2009) e
VENKATESHA et al. (2006), a analise dos niveis plasmaticos de sEng de acordo
com a gravidade da PE revelou niveis superiores em gestantes com PE grave em
comparacao as gestantes com PE leve (p=0,005). Além disso, uma associacdo de
forma independente dos niveis plasmaticos de seEng e a gravidade da doenca foi
obtida. As gestantes com PE grave apresentavam pressao arterial sistélica e
diastdlica mais elevada do que as gestantes com a forma leve, o que era esperado
considerando os critérios para classificacdo da forma clinica da doenca (ACOG,
2002). Uma associacdo positiva entre os niveis plasmaticos de sEng e os niveis
pressoéricos foi obtida nas gestantes com PE (p=0,022), em concordancia com o
estudo de MASUYAMA et al. (2007). BUHIMSCHI et al., 2010 também revelaram
associagao positiva entre 0s niveis pressoricos e niveis urinarios de seng tanto na

PE grave, quanto na PE leve. Por outro lado, KIM et al. 2009 n&o verificaram
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associacao entre niveis plasmaticos de Eng e os niveis presséricos em gestantes
com PE.

A relacdo existente entre os niveis de séEng e a hipertensdo tem sido
investigada em outras doencas que envolvem disfuncdo endotelial. BLAZQUEZ-
MEDELA et al. (2010) relataram uma correlacéo positiva significativa entre os niveis
plasméticos de sEng e a presséo arterial sistélica em pacientes diabéticos e nao
diabéticos com hipertensdo arterial cronica.

Sabe-se que a angiogénese desempenha um papel critico na homeostase
renal, uma vez que os glomérulos formam uma barreira funcional entre o sangue e o
compartimento urinario. Estudos genéticos em camundongos sugeriram um papel
importante dos fatores pro-angiogénicos VEGF e PIGF no desenvolvimento renal e
na saude vascular (TJWA et al., 2003). Por outro lado, os fatores anti-angiogénicos
sFlt-1 e sEng tém sido associados a lesdo glomerular e proteintria. VENKATESHA
et al. (2006), em um estudo envolvendo ratos, relataram uma proteindria leve no
grupo tratado com sEng, uma proteindria grave no grupo tratado com sFlt-1, e uma
proteindria necrética no grupo tratado com sFlt-1 + seEng. Um estudo prévio com
gestantes com PE revelou niveis maiores de proteindria nas gestantes com niveis
elevados de seEng em relacédo ao grupo de gestantes com niveis reduzidos de sEng.
No entanto, a diferenca obtida néo foi significativa (MASUYAMA et al. 2007).

No presente estudo, os niveis de seEng foram associados positivamente aos
niveis de creatinina nas gestantes com PE (p=0,004). Esta associacdo também foi
relatada em um estudo anterior que avaliou gestantes com PE precoce e grave
(ZHANG, HAN Y. H., HAN Y. Z., 2010). No entanto, os dados sobre o papel da sEng
na homeostase renal humana ainda sdo escassos.

CHARYTAN et al. (2011) ndo encontraram associagcdo entre 0sS niveis
plasmaticos de sEng e a disfuncédo renal em pacientes com doenca renal cronica.
Em concordancia, BLAZQUEZ-MEDELA et al. (2010) ndo encontraram associacio
significativa entre seng plasmatica e disfuncéo renal em pacientes com hipertenséo
e diabetes, embora os niveis de seng tenham sido maiores nos pacientes com trés
orgaos alvo (coracgéo, vasos e rins) danificados do que naqueles sem lesGes nesses
orgaos.

Outros fatores anti-angiogénicos, como o sFlt-1, podem estar associados a
disfuncao renal em humanos, como foi relatado no estudo de DI MARCO et al.

(2009). Nesse estudo, pacientes com doenca renal crbnica apresentam niveis
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elevados de sFlt-1, um antagonista do VEGF. Tanto o soro desses pacientes quando
a sFlt-1 recombinante exerceram atividade anti-angiogénica no ensaio da membrana
corio-alantdide de ovo embrionado de galinha, induziram a apoptose de células
endoteliais in vitro e diminuiram a geracdo de NO em duas linhagens de células
endoteliais. O pré-tratamento do soro com anticorpo anti-sFlt-1 aboliu todos esses
efeitos.

Os dados do presente estudo mostraram uma correlacdo positiva entre 0s
niveis plasméaticos de seng e de AST em gestantes com PE (p=0,003). Sabe-se que
a funcéo hepética pode estar significativamente alterada na PE, especialmente nas
formas graves da doenca e nos desfechos dessa, como a sindrome HELLP (ACOG,
2002).

VENKATESHA et al. (2006), em um estudo envolvendo ratos, mostraram que
0s grupos tratados com sEng ou sFlt-1 apresentaram um aumento de AST, mas sem
alteracoes histologicas do figado, ao passo que o grupo tratado simultaneamente
com sEng e sFlt-1 apresentou niveis ainda mais elevados de AST e areas de
isquemia e de necrose hepatica.

Uma busca na literatura ndo revelou estudos visando estimar a correlacéo
entre 0s niveis plasmaticos de seng e de enzimas hepaticas (AST e ALT) em
gestantes com PE. Apenas um estudo envolvendo gestantes com sindrome HELLP
foi encontrado. HERTIG et al., 2010 relataram uma correlacdo positiva entre os
niveis de seng e o pico das enzimas hepaticas em gestantes com essa sindrome,
mas a correlacdo nédo foi estatisticamente significativa. Por outro lado, foi obtida uma
correlacdo positiva estatisticamente significativa entre os niveis de sFlt-1 e o pico
das enzimas hepatica nessas gestantes.

Considerando os dados do presente estudo e os obtidos para sindrome
HELLP, pode-se especular que essas duas proteinas anti-angiogénicas, seng e sFlt-
1, contribuem de forma sinérgica para a lesdo hepatica, o que justificaria a
correlacdo com os niveis de AST e ALT.

Os resultados do presente estudo mostraram niveis similares de TGF-f1 em
gestantes com PE e gestantes normotensas, 0 que estd em concordancia com
estudos prévios (HUBER et al., 2002; MOLVAREC et al., 2011; SZARKA et al.,
2010). No entanto, alguns estudos encontraram niveis elevados de TGF-1 na PE
em relacdo as gestantes normotensas (BENIAN et al., 2002; FEIZOLLAHZADEH et
al., 2012; MADAZLI et al., 2003).
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Admite-se que niveis elevados de sEng podem prejudicar a sinalizagdo do
TGF-B1 na vasculatura, ao reduzir a quantidade de TGF-31 disponivel para se ligar
aos seus receptores de membrana (VENKATESHA et al.,, 2006). A ativagéo
plaguetaria € um achado comum na PE e as plaquetas ativadas sdo as principais
fontes de TGF-B1 na circulagcdo (ASSOIAN et al.,, 1983; HOLTHE et al.,, 2004).
Dessa forma, o TGF-B1 secretado pelas plaquetas ativadas poderia desempenhar
um papel protetor da fungdo endotelial na PE (PERACOLI et al., 2008). Além disso,
sabe-se que o TGF-B1 é uma citocina imunossupressora e imunoreguladora e que
niveis elevados dessa citocina podem exercer um efeito regulador da resposta
inflamatoéria (KULKARNI; KARLSSON, 1997).

A literatura revela que poucos estudos avaliaram os niveis de TGF-f1 em
gestantes normotensas e mulheres ndo gestantes e os resultados obtidos sé&o
controversos. No presente estudo, ndo foi observada diferenga significativa nos
niveis de TGF-B1 das gestantes normotensas e mulheres ndo gestantes, o que esta
em concordancia com estudos prévios (FEIZOLLAHZADEH et al., 2012;
NAICKER; KHEDUN; MOODLEY, 2002; SZARKA et al., 2010). Em contraste, GIL-
VILLA et al. (2012) relataram niveis elevados de TGF-1 em mulheres nao gestantes
em comparacdo as nao gestantes, enquanto o oposto foi observado no estudo de
AYATOLLAHI, GERAMIZADEH, SAMSAMI (2005).

Sabe-se que diversos parametros como, etnia, indice de massa corporal e
tabagismo, podem afetar os niveis circulantes de TGF-B1 nas gestagcbes com ou
sem complicacdes. Diferencas na gravidade da PE, bem como na idade gestacional
e no tamanho amostral, além das variacbes nos procedimentos para a obtencao e
processamento de amostras de sangue e nas técnicas utilizadas para determinacéo
podem contribuir para a divergéncia de resultados obtida na literatura com relacéo
aos niveis plasmaticos de TGF- 1 (FEIZOLLAHZADEH et al., 2012). No presente
estudo, tanto as pacientes com PE quanto as gestantes normotensas estavam no
terceiro trimestre de gestacdo e nenhuma gestante estudada era obesa. O
tabagismo néo foi incluido nos critérios de exclusao do estudo, devido a dificuldade
na obtencdo de informacfes precisas sobre o assunto. Além disso, a classificacao
étnica das mulheres incluidas no estudo nao foi feita devido a elevada miscigenacao

caracteristica da populacéao brasileira.
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6.4 Receptores solluveis do TNF-a

A determinacdo plasméatica de receptores sollveis do TNF-a, ao invés da
determinacdo do TNF-a livre na circulagdo, apresenta varias vantagens, conforme
descrito na secdo 2.3.1. Dessa forma, no presente estudo, optou-se pela
determinacdo dos seus receptores sollveis. Além disso, resultados prévios,
envolvendo parte das gestantes que integraram este estudo, ndo revelou diferenca
entre os niveis de TNF-a de gestantes com PE grave e de gestantes normotensas,
como seria esperado, uma vez que € admitido um estado inflamatério exacerbado na
PE grave em relacdo a gestacdo normotensa. Os niveis de TNF-a foram
aumentados nas gestantes com PE grave em relacdo as mulheres ndo gestantes e
nao houve diferenca comparando-se gestantes normotensas e mulheres néo
gestantes (PINHEIRO et al., 2013).

Niveis elevados de sTNF-R1 foram detectados na PE em relacdo a gestacao
normotensa (p=0,014), o que estda de acordo com a premissa que a resposta
inflamatoria esta exacerbada na PE (REDMAN; SACKS; SARGENT, 1999). Esse
dado foi previamente relatado em outros estudos (MADAZLI et al., 2003; VINCE et
al., 1995; WILLIAMS et al., 1998). Em contraste, BOWEN et al., 2001 relataram
niveis semelhantes de sSTNF-R1 entre gestantes com PE e gestantes normotensas.
Considerando que o diagndéstico da PE € complexo e, muitas vezes uma doenca
renal de base justifica a hipertensdo e proteindria observadas durante a gestacéo,
nao se pode descartar equivocos na composicdo do grupo de estudo. Cumpre
ressaltar que neste trabalho, a selecdo das gestantes normotensas e com PE foi
feita rigorosamente, com base nos critérios de inclusdo e exclusdo previamente
estabelecidos.

Neste estudo, também foi detectado um aumento dos niveis de STNF-R1 e de
STNF-R2 no grupo de gestantes normotensas em relacdo ao de mulheres néo
gestantes (p<0,001 em ambos 0s casos), 0 que esta de acordo com o que tem sido
admitido, ou seja, a resposta inflamatéria € uma caracteristica intrinseca da gravidez
(ARNTZEN et al., 1995; AUSTGULEN et al., 1993). Surpreendentemente, ndo foram
observadas diferencas significativas nos niveis de sTNF-R2 comparando-se as
gestantes com PE e normotensas (p=0,151), como seria esperado, admitindo um
estado inflamatorio exacerbado na PE. Em concordancia com os resultados obtidos

no presente estudo, um estudo recente incluindo pacientes com transtorno bipolar
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também revelou niveis elevados de sSTNF-R1 e inalterados de sTNF-R2
comparando-se ao grupo de individuos saudaveis (BARBOSA et al.,, 2011). No
estudo de KUPFERMINC et al. (1996), as gestantes com a forma grave da doenca
apresentaram niveis superiores de STNF-R2 em comparacdo as gestantes
normotensas. No presente estudo, ambos os subgrupos de gestantes com PE leve e
grave apresentaram niveis similares desse fator em relacdo as gestantes
normotensas (dado ndo apresentado nos resultados).

Admite-se que o STNF-R1 neutralize o TNF-a de forma mais eficiente do que
0 sTNF-R2. A avaliagcao da citotoxidade do TNF-a em voluntarios saudaveis apés a
administracdo de 20 unidades de LPS e incubacdo do plasma coletado desses
individuos com sTNF-R1 ou sTNF-R2 revelou que a adicdo de concentracfes
fisiologicas de sSTNF-R1 neutralizou significativamente a citotoxidade de niveis
endogenos de TNF-a. No entanto, uma concentragdo 100 vezes maior de sTNF-R2
foi necessaria para atingir o mesmo efeito, o0 que demonstra a eficacia do sSTNF-R1
para neutralizar o TNF-a (VAN ZEE et al., 1992).

BECKMANN et al. (1997) demonstraram que a liberacdo fisiologica dos
receptores soluveis do TNF-a na circulagdo materna aumenta em funcédo da idade
gestacional e decai ap0s o parto. Estes pesquisadores obtiveram em gestantes
normotensas, um pico da concentracao plasmatica de sTNF-R1 na idade gestacional
mediana de 38,2 semanas e de sTNF-R2 em 25,4 semanas. De forma semelhante,
SIBAI et al. (2009) demonstraram, em gestantes que desenvolveram PE, que 0s
niveis plasmaticos de ambos o0s receptores sollveis eram maiores na idade
gestacional de 24 a 28 semanas em relacdo a idade gestacional de 13 a 26
semanas, indicando que, também nessa doenca, a concentracdo desses fatores
aumenta com o avancar da idade gestacional. Em concordancia, a comparacao dos
niveis de receptores soluveis do TNF-a nos subgrupos de gestantes com PE,
classificadas de acordo com a idade gestacional na qual surgiram os sintomas,
revelou que ambos sTNF-R1 e sTNF-R2 estavam elevados nas gestantes com PE
tardia em comparacdo as gestantes com PE precoce (p=0,004 e p=0,003,
respectivamente). A correlacdo positiva encontrada entre a idade gestational e os
niveis de sTNF-R1 (p=0,004) e de sTNF-R2 (p<0,001) em pacientes com PE
corrobora com os resultados de SIBAI et al, 2009.

A comparacao dos niveis de receptores sollveis do TNF-a nos subgrupos de

gestantes com PE, classificadas de acordo com a gravidade da PE revelou niveis
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similares de ambos os receptores sollveis em gestantes com as formas grave e leve
da doenca (STNF-R1: p=0,723; sTNF-R2: p=0,421). Este resultado n&o era o
esperado, sabendo que a forma grave da PE estd associada a exacerbacdo da
resposta inflamatoria, que, em geral, cursa com elevacao dos niveis de citocinas pro-
inflamatdrias, como a IL-6 (XIAO et al., 2012; PINHEIRO et al, 2013). Uma revisdo
da literatura ndo revelou estudos comparando os niveis de receptores solUveis do
TNF-a entre gestantes com as formas grave e leve da PE.

O subgrupo com PE precoce, continha 90% de gestantes com a forma grave
da doenca, enquanto o subgrupo com PE tardia continha apenas 58%. Niveis
aumentados de ambos receptores sollveis no grupo com PE tardia em relacdo
aquele com PE precoce reforca a premissa do aumento progressivo desses
receptores ao longo da idade gestacional e novamente mostra que o agravamento
da doenca néo foi associado a elevagao dos niveis plasmaticos de STNF-R1 e sTNF-
R2 no presente estudo.

Uma busca na literatura revelou que poucos estudos avaliaram os receptores
soluveis do TNF-a na PE e nao foram encontrados estudos nos quais as gestantes
com PE no terceiro trimestre de gestacdo foram estratificadas de acordo com a
idade gestacional na qual a doenca se instalou (PE precoce ou tardia).

Diversos estudos tém mostrado que os niveis de citocinas pro-inflamatorias,
como a IL-6 e o TNF-a, elevam-se em funcéo da idade em individuos aparentemente
saudaveis. Uma das teorias propostas para a elevacdo desses marcadores
inflamatorios é a de que o processo de envelhecimento esta associado a um maior
dano oxidativo celular, o qual evoca uma resposta inflamatoria (SINGH; NEWMAN,
2011). Nas gestantes com PE, os niveis plasmaticos de sTNF-R2 correlacionaram
positivamente com a idade (p=0,05). Tem sido admitido que a PE resulta em lesdo
oxidativa e resposta inflamatéria pronunciada, o que explicaria a associacdo entre 0s
niveis de sTNF-R2, e a idade nessas pacientes. No entanto, cumpre ressaltar que a
mediana da idade das gestantes com PE neste estudo foi de 26 anos, o que sugere
prudéncia para fazer especulacdes da relacdo idade e niveis de marcadores
inflamatorios.

Foi obtida uma correlacédo positiva entre o ganho de peso na gestacdo e 0s
niveis plasmaticos de sTNF-R2 na PE (p=0,004) neste estudo. O ganho de peso
ponderal € maior na PE do que na gestacdo normotensa, principalmente devido a

retencdo hidrica excessiva (CUNNINGHAN, 2000), mas também pode estar



80

relacionado ao aumento do tecido adiposo durante a gestacdo. Tem sido sugerido o
aumento do estresse oxidativo placentério e da peroxidacéo lipidica na fisiopatologia
da PE (EILAND, NZERUE, FAULKNER; 2012). Pode-se especular que o ganho de
peso na gestagcdo estaria associado ao estresse oxidativo e a inflamacgéo crbnica
observados na PE. Um estudo recente mostrou que a obesidade e o aumento
patolégico do peso sado fatores que influenciam a ocorréncia da PE tardia,
reforcando o papel da inflamagdo sistémica materna na sua fisiopatologia
(ORNAGHI et al.,, 2013). A associacdo independente entre o ganho de peso na
gestacdo e a ocorréncia da PE encontrada em nosso estudo corrobora com os
achados descritos anteriormente.

Os niveis de sTNF-R1 mostraram uma correlacdo positiva com os niveis de
LDH na PE (p=0,018). Um aumento dos niveis de LDH pode ser atribuido a
disfuncdo hepatica e a hemodlise que ocorrem especialmente na sindrome HELLP
(ACOG, 2002). A interagdo do TNF-a e seu receptor TNF-R1, presente nos
hepatocitos, resulta na ativagéo de vias de transducédo de sinais que regulam tanto a
sobrevivéncia, quanto a morte celular. No entanto, os mecanismos envolvidos na
ativacdo dessas vias sao, ainda, desconhecidos. Inibidores do TNF-a atenuam a
lesdo hepatica em modelos animais, sugerindo que a reducdo dos niveis locais de
TNF-a seja benéfica (SHUH et al., 2013). Sabe-se que a liberacdo de sTNF-R1
diminui a disponibilidade do TNF-a como ligante (DIEZ-RUIZ et al., 1995). Dessa
forma, é possivel inferir que niveis elevados de sTNF-R1 possam exercer um efeito
protetor nos hepatécitos de gestantes com PE. Nenhum estudo avaliando a
associacao entre os niveis circulantes dos receptores soluveis do TNF-a e os niveis
de LDH na PE foi encontrado na literatura.

Uma das limitacbes do presente estudo foi a possivel interferéncia dos
medicamentos utilizados pelas gestantes com PE, uma vez que, por questdes éticas,
a medicacdo nao foi suspensa para a coleta de sangue. WALLACE et al. (2013)
relataram que a administracdo intravenosa de dexametasona diminuiu os niveis de
circulantes de TNF-q, IL-6, sFlt-1 e SEng em gestantes com sindrome HELLP. Nesse
estudo, foi utilizado o protocolo Mississipi, no qual sdo administrados 10mg de
dexametasona em intervalos de 12 horas até a normalizacdo dos niveis de
plaquetas. Posteriormente, sdo administradas duas doses de 5mg de
dexametasona, com um intervalo de 12 horas entre cada dose, antes do parto para

minimizar o risco de recorréncia da trombocitopenia. No presente estudo 40% das
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gestantes com PE receberam corticoides (2 doses de 12mg de betametasona com
intervalo de 24 horas entre cada dose, ou 6mg de dexametasona de 12 em 12 horas
por 2 dias), visando a maturac&o pulmonar do feto (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).
Embora admita-se que essas doses ndo sejam suficientes para reduzir os niveis de
citocinas pro-inflamatérias e de fatores anti-angiogénicos, essa hipotese ndo pode
ser descartada.

A terapia anti-hipertensiva foi administrada a 74% das gestantes com PE,
sendo que 38% dessas fizeram uso de mais de um anti-hipertensivo
simultaneamente. A nifedipina foi administrada a 78% das gestantes, metildopa a
47% e hidralazina a 9%. Além disso, 33% das gestantes com PE utilizaram sulfato
de magnésio, para prevenir a ocorréncia de convulsdes, 30% utilizaram anti-
inflamatorio n&o esteroide (dipirona ou paracetamol) como analgésico, 16%

utilizaram misoprostol para induzir o parto e 14% um antiespasmaodico, a hioscina.

6.5 Consideracdes finais

A investigacdo do provavel papel da seEng na patogénese da PE é recente.
VENKATESHA et al. (2006) foram os primeiros pesquisadores que avaliaram o0s
niveis de seng em gestantes com PE e com sindrome HELLP. Embora a avaliacao
dos receptores soluveis do TNF-a, tenha sido proposta ha mais de 20 anos, os
estudos publicados investigando esses receptores, especialmente na PE, séo
escassos. Cumpre ressaltar o carater inédito do presente estudo, ao avaliar esses
receptores nas diferentes formas de classificacéo clinica da PE (leve, grave, precoce
e tardia). Além disso, ressalta-se que este foi o primeiro estudo investigando sEng,
STNF-R1 e sTNF-R2 nas gestantes com PE no Brasil.

O estabelecimento de correlacbes entre os niveis de sEng, TGF-B1 e
receptores soltveis do TNF com os parametros clinicos e laboratoriais, associados a
PE, podera constituir uma referéncia para estudos futuros e auxiliar o entendimento

da complexa fisiopatologia dessa doenca.
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6.6 Perspectivas de estudos futuros

Realizar estudos prospectivos com o objetivo de analisar os niveis de
marcadores de angiogénese e inflamag&o ao longo da gestacao.

Investigar os niveis de anexina Al (uma proteina anti-inflamatoria) na PE e
comparar os niveis dessa proteina nas gestantes com PE que receberam ou néo
glicocorticoides, uma vez que sua sintese € induzida por corticoides.

Investigar as vias sinalizadoras intracelulares envolvidas na inflamagéo e os

mecanismos de apoptose na PE.

6.7 Limitagbes do estudo

Apesar da rigidez no seguimento dos critérios de inclusdo e exclusédo para
selecdo das gestantes, eliminando todos os casos duvidosos, ndo se pode excluir a
possibilidade de um viés de selecdo, uma vez que as gestantes foram recrutadas em
guatro maternidades distintas. Além disso, o tamanho amostral avaliado pode ser
responsavel pela auséncia de diferencas significativas entre parametros como TGF-
B. Em adicao, os niveis dos fatores avaliados podem sofrer alteracbes em funcéo da
etnia, a qual nao foi investigada devido a alta miscigenacao da populacao brasileira.
Além disso, ndo foi possivel excluir pacientes em uso de medicamentos que
poderiam potencialmente interferir nas analises, uma vez que a politerapia € comum

em pacientes com PE.
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7 CONCLUSOES

As principais conclusdes deste estudo foram as seguintes:

e A gravidez € uma condicéo fisiologicamente associada a niveis aumentados
de sEng, sTNF-R1 e sSTNF-R2 do que o estado nao gravidico.

e A PE esta associada a um desequilibrio de fatores angiogénicos e
inflamatorios em relagédo a gestacdo normotensa.

e A primiparidade e os niveis de sEng estdo associados de forma independente
com a ocorréncia de PE, enquanto os niveis de sEng estdo associados de
forma independente com a gravidade da doenca.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2 ETIC 0618.0.203.000-10

Interessado(a): Profa. Luci Maria Sant’Ana Dusse
Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 26 de abril de 2011, apés atendidas as solicitagdes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Pré-eclampsia: inter-relagéo dos
sistemas hemostatico e inflamatério" bem como o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado aoc COEP um

ano apds o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amagal
Coordenadora do. CCEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-90] ~ BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepi@prpg.utmg. br
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ANEXO B - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Santa Casa de
Misericérdia de Belo Horizonte

R

LK.
SANTA CASA
Registro CEP: 035/2009 (Estc nimero deve ser citado nas comespondéncias referentes a este projeto)

Belo Horizonte, 27 de abnl de 2009

Interessada; Valera Cristina Sandrim

Parecer:

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte, em reunido
do dia 24 de abnl de 2009 analisou ¢ APROVOU o protecolo de pesquisa “Estudo haplotipico de
noves varianfes da eNOS em gestantes brancas e negras com pré-eclimpsia: impacto sobre
resposta terapéutica anti-hipertensiva.”, registrado neste CEP sob nimero 035/2009, no qual V. Sa
figura como pesquisadora responsavel.

ORBS.:
Apos o inicio da pesquisa, 0 pesquisador responsivel devera enviar ao CEP relatonios semestrais e
final (para o primeiro semesire o prazo € de 30 de junho; para o segundo semestre é 31 de dezembro).

Guuesar oty L

Coordenador do CEP
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ANEXO C - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Hospitalar
do Estado de Minas Gerais (FHEMIG)

010143151311 lalaixiolalotne 10}
RUBRICA: DATAC

%%%% ‘fh(ﬂ;\g‘h-m, \&1410!6\&!05,'\ D

FUNDAQAO HOSPITALAR DO (;r'Gl"O | ENTIDADE: cora
ESTADO DE MINAS GERAIS FHEMIG - Fundaggo Hospitalar do Estado de Minas Gerais
e e i e

FUNDAGAOQ HOSPITALAR DO ES STADO DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O CEP-FHEMIG recebeu, em 23 de Junho de 2010, solicitagbes de emenda ao Projeto:
“pré-eclampsia e polimorfismos nos genes do fator VIl e do receptor de

estrogénio”, enviados pela Pesquisadora Karina Braga Gomes Borges.

EMENDAS SOLICITADAS:

- Metodologia: inclusao de exames para a identificacdo de novos marcadores biologicos,
importantes no diagnostico e prognostico da pré-eclampsia.

- Impacto ao sujeito da pesquisa: obtencao de coleta de 10 mL de sangue além do I
utilizado.
- Alteragdes nos TCLE: (1) Para os grupos de gestantes com pré-eclampsia, (2) Para os

grupos de gestantes controles, (3) Para o.grupo de mulheres néo gestantes.

CONSIDERAGOES:

- O projeto ja foi apresentado e aprovado neste CEP em 2008.

- As alteracdes metodologicas sao pertinentes e ampliam a qualidade do trabatho.

- O impacto aos participantes da pesquisa € minimo e esta devidamente previsto no
TCLE.

- Os pesquisadores garantem o cumprimento da Resolugao 196/96 do CNS/MS.

PARECER:
- A FAVOR DA EMENDA SOLICITADA.

- Os pesquisadores dever&o citar quando solicitados o parecer de aprovagao do CEP-
FHEMIG 077/2008.

Belo Horizonte, 24 de Junho de 201 /
TS{)" A”“lS 53 Y/“D

,denaaf\
Vandaméwﬂ"s”ms Romualdo
COORDENADOR DO CEP- -FHEMIG

Alameda Vereador Alvaro Celso,100 - Santa Efigénia - Belo Horizonte/MG
CEP- 30150-260 - Fone: 0(xx)31 3239-8500 - Fax: 0(xx)31 3239-9579

E-mail: f hemig.mg.gov.br
ODSEXDT Site: hitp: /www fhemig.mg.gov. br/ mail: fhemig@fhemig.mg.g B
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ANEXO D — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Municipal
Odilon Behrens

HSSPITAL
MUNICIPAL

ODILON BREHRENS

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Avaliacdo de Projeto de Pesquisa
FR: 418195

Nimero do Parecer: 0681.0.000.216-11

Titulo do Projeto: "Pré-Eclémpsia: inter-relagao dos sislemas hemostatico e
inflamatorio”

Pesquisador Responsével: Melina da Rarros Pinheiro

PARECER DO CEP/ HOB: o projeto em apreco foi avaliado palo CEP-HOB e
aprovado.

Data da reunido; 12 de maio de 2011

Atenciosamente,

I
2

Ricardo &’eic; ﬁﬁ'érin}’oo
Coordenador do CER/HOB
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ANEXO E - Declaracéo da Geréncia da Unidade Basica de Saude da Familia
(UBSF) Guanabara / Betim

Prefeitura Municipal de Betim

U E _ .
- | Secretaria Municipal de Saide et
! =% Hospital Piblico Reglonal de Betim - HPRE ’} SUS =
P Fa Matemidade do HFRE
Declaragao

Declaro, para os devidos fins, que estou de acordo comn o desenvolvimento do projeto
intitulade  "PRE-ECLAMPSIA; INTER-RELAGAO DOS SISTEMAS HEMOSTATICO E

INFLAMATORIO" da Faculdade de Farmécia da UFMG, no posto de salde UBSF
Guanabara Batim.

Betim, 31 de agosto de 2010,

Irairo
i g

Gerante UBSF Guanabara
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ANEXO F — Declaracéo da Diretoria do Hospital Publico Regional de Betim

S Prefeitura Municipal de Betim

——LL 1 Secretaria Municipal de Sadde -
| <= | Hospital Piblico Regional de Betim - HPRE [ SUS .
et B A Maternidade do HFRB
Declaracao

Declaramos, para os devidos fins, que estamos de acordo com © desenvolvimento do projelo
intitulado "_F'RE-ECLAP.I'IPSM: INTER-RELA(;ED DOS SISTEMAS HEMOSTATICO E
INFLAMATORIO" da Faculdade de Farmacia da UFMG, na Maternidade do Hospital Publico
Regional de Betim, desde que seja aprovado por um comité de ética em pesquisa,

Betim, 09 r]t novembro de 200110,

ise da Silva Kanah Clédd Gontijo do Amaral

rerente Maternidade Coordenador SEPPEM
Servigo de Educagio Permanente ¢
Pesquisa Multiprofissional

|

Geraldo Mt uﬁ'v"iana Zanon
Diret
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ANEXO G - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para os grupos |, Il e
11l

/ UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Para o grupo de mulheres nao gestantes)
PROJETO DE PESQUISA: “PRE-ECLAMPSIA: INTER-RELACAO DOS SISTEMAS
HEMOSTATICO E INFLAMATORIO”

Prezada Sra,

Vocé esta sendo convidada para participar de uma pesquisa que tem por objetivo
investigar as alteracbes da coagulacdo que ocorrem na pré-eclampsia e, dessa forma,
contribuir para o maior entendimento desta doenca. Vocé sera incluida no grupo-controle,
ou seja, de mulheres ndo gestantes.

Para realizar este estudo, gostariamos de colher 15 mL do seu sangue para
realizacdo dos exames e armazenamento em um banco de amostras biolégicas para
estudos genéticos futuros.

Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada e formacdo de um
pequeno hematoma. Para minimizar o risco de formacao de hematomas, a coleta de sangue
sera realizada por um profissional experiente. Serdo utilizados agulhas e tubos descartaveis.

Seu nome e os resultados dos exames serdo mantidos em segredo.

Esclarecemos que caso ndo queira participar deste estudo, ndo haverd nenhum
problema.

Para qualquer davida sobre esta pesquisa vocé devera entrar em contato com as
pessoas responsaveis pela mesma, cujos nomes estao abaixo relacionados.

Se vocé estiver de acordo, por favor, assine esta folha.

Responsaveis:

Luci Maria Sant’Ana Dusse — telefone: 3409-6880
Lirlandia Pires de Sousa — telefone: 3409-6883
Melina de Barros Pinheiro — telefone: 3409-6880
Luiza Oliveira Perucci — telefone: 3313-6343

Comité de Etica em Pesquisa — CEP/HOB: Rua Formiga, 50 - CEP: 31110-430 - Bairro S&o
Cristovao. Telefone: (31) 3277-6198

NOME:

Carteira de identidade:

Assinatura: DATA: / /
Agradecemos sua valiosa participacao!
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/ UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Para o grupo de gestantes controle)
PROJETO DE PESQUISA: “PRE-ECLAMPSIA: INTER-RELACAO DOS SISTEMAS
HEMOSTATICO E INFLAMATORIO”

Prezada Sra,

Vocé esta sendo convidada para participar de uma pesquisa que tem por objetivo
investigar as alteracbes da coagulacdo que ocorrem na pré-eclampsia e, dessa forma,
contribuir para o maior entendimento desta doenca. Vocé sera incluida no grupo de
gestantes controle, ou seja, que ndo apresentam a doenca.

Para realizar este estudo, gostariamos de colher 15 mL do seu sangue para
realizacdo dos exames e armazenamento em um banco de amostras biolégicas para
estudos genéticos futuros.

Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada e formacdo de um
pequeno hematoma. Para minimizar o risco de formacao de hematomas, a coleta de sangue
sera realizada por um profissional experiente. Serdo utilizados agulhas e tubos descartaveis.

Seu nome e os resultados dos exames serdo mantidos em segredo.

Esclarecemos que caso ndo queira participar deste estudo, ndo haverd nenhum
comprometimento ao seu atendimento e tratamento.

Para qualquer davida sobre esta pesquisa vocé devera entrar em contato com as
pessoas responsaveis pela mesma, cujos nomes estao abaixo relacionados.

Se vocé estiver de acordo, por favor, assine esta folha.

Responsaveis:

Luci Maria Sant’Ana Dusse — telefone: 3409-6880
Lirlandia Pires de Sousa — telefone: 3409-6883
Melina de Barros Pinheiro — telefone: 3409-6880
Luiza Oliveira Perucci — telefone: 3313-6343

Comité de Etica em Pesquisa — CEP/HOB: Rua Formiga, 50 - CEP: 31110-430 - Bairro S&o
Cristovao. Telefone: (31) 3277-6198

NOME:

Carteira de identidade:

Assinatura: DATA: / /
Agradecemos sua valiosa participacao!
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/ UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
DEPTO. ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Para o grupo de gestantes com pre-eclampsia)
PROJETO DE PESQUISA: “PRE-ECLAMPSIA: INTER-RELACAO DOS SISTEMAS
HEMOSTATICO E INFLAMATORIO”

Prezada Sra,

Vocé esta sendo convidada para participar de uma pesquisa que tem por objetivo
investigar as alteracbes da coagulacdo que ocorrem na pré-eclampsia e, dessa forma,
contribuir para o0 maior entendimento desta doenca.

Para realizar este estudo, gostariamos de colher 15 mL do seu sangue para
realizacdo dos exames e armazenamento em um banco de amostras biolégicas para
estudos genéticos futuros.

Na coleta de sangue pode ocorrer uma leve dor localizada e formacdo de um
pequeno hematoma. Para minimizar o risco de formacao de hematomas, a coleta de sangue
sera realizada por um profissional experiente. Serdo utilizados agulhas e tubos descartaveis.

Seu nome e os resultados dos exames serdo mantidos em segredo.

Esclarecemos que caso ndo queira participar deste estudo, ndo haverd nenhum
comprometimento ao seu atendimento e tratamento.

Para qualquer davida sobre esta pesquisa vocé devera entrar em contato com as
pessoas responsaveis pela mesma, cujos nomes estao abaixo relacionados.

Se vocé estiver de acordo, por favor, assine esta folha.

Responsaveis:

Luci Maria Sant’Ana Dusse — telefone: 3409-6880
Lirlandia Pires de Sousa — telefone: 3409-6883
Melina de Barros Pinheiro — telefone: 3409-6880
Luiza Oliveira Perucci — telefone: 3313-6343

Comité de Etica em Pesquisa — CEP/HOB: Rua Formiga, 50 - CEP: 31110-430 - Bairro S&o
Cristovao. Telefone: (31) 3277-6198

NOME:

Carteira de identidade:

Assinatura: DATA: / /
Agradecemos sua valiosa participacao!
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FICHA CLINICA

Projeto: “PRE-ECLAMPSIA: INTER-RELACAO DOS SISTEMAS HEMOSTATICO E
INFLAMATORIO”

Data:

Grupo: 1 - Mulheres ndo gestantes | Paciente n°:

1. Identificacdo

Nome:

Nacionalidade: Naturalidade:

Data de nascimento: Idade:

Estado civil: Escolaridade:
Endereco:

Rua/Avenida:

NUmero: Complemento:
Bairro: Cidade:
CEP: Estado:

Telefone: (1)

2. Anamnese

Presenca de doencas intercorrentes? (distdrbios da coagulacdo, doencas cardiovasculares,
doencas renais, doencas autoimunes, doencas hepaticas, diabetes, cancer, sangramento,
histéria familiar)

Fumante? O SIM O NAO

Consumo de &lcool? O SIM [ NAO | Quantidade:
Pratica exercicio fisico? O SIM O NAO
Freqiiéncia: | Modalidade:

Uso de medicamentos? [0 SIM [0 NAO

SE SIM. Quais medicamentos?

Gestagdes? [ SIM [ NAO

Se SIM. Quantas?

Intercorréncias durante a gestacdo? (hipertenséo, pré-eclampsia, aborto, parto prematuro)

3. Exame fisico

Altura: cm
Peso: Kg
IMC:

Pressao arterial: / mmHg
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FICHA CLINICA

Projeto: “PRE-ECLAMPSIA: INTER-RELACAO DOS SISTEMAS HEMOSTATICO E
INFLAMATORIO”

Data:

Grupo 2: Gestantes normotensas | Paciente n®:

1. Identificacéo

Nome:

Prontuéario nimero:

Nacionalidade: Naturalidade:

Data de nascimento: Idade:

Estado civil: Escolaridade:
Endereco:

Rua/Avenida:

NUmero: Complemento:
Bairro: Cidade:
CEP: Estado:

Telefone: (1)

2. Anamnese

Presenca de doencas intercorrentes? (distdrbios da coagulacdo, doencas cardiovasculares,
doencas renais, doencas autoimunes, doencas hepaticas, diabetes, cancer, sangramento,
pré-eclampsia na familia, complicacdes em gravidez anterior)

Fumante? O SIM O NAO

Consumo de &lcool? O SIM [ NAO | Quantidade:

Pratica exercicio fisico? O SIM O NAO

Freqiiéncia: | Modalidade:

3. Informacdes sobre a(s) gestacao(des)

Idade gestacional: semanas

Pré-natal? O SIM O NAO

Gravidez multipla? O SIM O NAO

GPA (Gravidez Parto Aborto): / /

Mesmo pai?

Partos vaginal (PN) ou cirtrgico (PC)?

Intervalo interpartal (meses):

Parto prematuro?

Filhos vivos:

4. Uso de medicamentos? OO SIM O NAO

SE SIM. Quais medicamentos?

5. Informagdes clinicas

Altura: cm

Peso: Kg

Ganho de peso na gravidez:

Presséao arterial: / mmHg
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FICHA CLINICA

Projeto: “PRE-ECLAMPSIA: INTER-RELACAO DOS SISTEMAS HEMOSTATICO E
INFLAMATORIO”

Data:
Grupo 3: Gestantes com pré-eclampsia | Paciente n®:
Diagnostico de pré-eclampsia dado em: / /

Médico responsavel:

1. Identificacdo

Nome:

Prontuéario nimero:

Nacionalidade: Naturalidade:

Data de nascimento: Idade:

Estado civil: Escolaridade:

Endereco:

Rua/Avenida:

NUmero: Complemento:
Bairro: Cidade:

CEP: Estado:

Telefone: ()

2. Anamnese

Presenca de doencas intercorrentes? (distdrbios da coagulacdo, doencas cardiovasculares,
doencas renais, doencas autoimunes, doencas hepaticas, diabetes, cancer, sangramento,
pré-eclampsia na familia, complicacdes em gravidez anterior)

Fumante? O SIM O NAO

Consumo de &lcool? O SIM [ NAO | Quantidade:
Pratica exercicio fisico? 0 SIM [ NAO
Freqiiéncia: | Modalidade:

3. Informacdes sobre a(s) gestacao(des)

Idade gestacional: semanas
Pré-natal? OJSIM O NAO

Gravidez multipla? O SIM O NAO

GPA (Gravidez Parto Aborto): / /

Mesmo pai?

Partos vaginal (PN) ou cirtrgico (PC)?

Intervalo interpartal (meses):

Parto prematuro?

Filhos vivos:

Principais queixas:

[ Cefaléia [ Epigastralgia 1 Escotoma 1 Reflexo patelar

O Outros

4. Uso de medicamentos

[ Nifedipina 1 Metildopa [ Sulfato de magnésio

O Outros

5. Informagdes clinicas e laboratoriais

Altura: cm
Peso: Kg
Ganho de peso na gravidez: Kg

Exames laboratoriais:
Data da realizacdo:
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Hm: TGO:

Hb: TGP:

Ht: Bilirrubina total:
Global: Bilirrubina direta:
N.b Bilirrubina indireta:
N.S Ac. Urico:

E LDH:

B Outros:

L

M

Plaquetas:

Presséo arterial:

Acompanhamento:

Data e horario Pressao arterial

Proteindria (24
horas)

Edema
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ANEXO | — Apresentacédo do trabalho em eventos cientificos

PERUCCI, L. O.; FREITAS, L. G. ; GODOI, L. C. ; ALPOIM, P. N. ; PINHEIRO, M.
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endoglin (CD105) in mild and severe preeclampsia. In: V Simposio Latino Americano
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